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18 Φεβρουάριου 2002 


ΑΠΟΦΑΣΕΙ Σ 

Αριθ. 388/2001 

Εναρμόνιση της Εθνικής Νομοθεσίας προς τις Οδηγίες 
2000/21/Ε.Κ., 2000/32/Ε.Κ., 2000/33/Ε.Κ. της Επιτρο¬ 
πής των Ευρωπαϊκών Κοινοτήτων. 

Ο ΥΠΟΥΡΓΟΣ ΕΘΝΙΚΗΣ ΟΙΚΟΝΟΜΙΑΣ - 
Ο ΥΦΥΠΟΥΡΓΟΣ ΟΙΚΟΝΟΜΙΚΩΝ 

Έχοντας υπόψη: 

1. Το έγγραφο της Διεύθυνσης Περιβάλλοντος του Γε¬ 
νικού Χημείου του Κράτους αριθ. 3080/27.7.2001. 

2. Τις διατάξεις του άρθρου 1 (παρ. 1, 2 και 3) του Ν. 
1338/1983 «Εφαρμογή του Κοινοτικού Δικαίου» (Φ.Ε.Κ. 
34/Α/1983) όπως τροποποιήθηκε από το άρθρο 6 του Ν. 
1440/1984 «Συμμετοχή της Ελλάδος στο Κεφάλαιο, στα 
αποθεματικά και στις προβλέψεις της Ευρωπαϊκής Τρά¬ 
πεζας Επενδύσεων, στο Κεφάλαιο της Ευρωπαϊκής Κοι- 
νότητος Άνθρακος καιΧάλυβος και του Οργανισμού Εφο¬ 
διασμού ΕΥΡΑΤΟΜ» (Φ.Ε.Κ. 70/Α/1984) καθώς και το άρ¬ 
θρο 65 του Ν. 1892/1990 (Φ.Ε.Κ. 101/Α/1990). 

3. Το εδάφιο δ της παρ. 8 του άρθρου 6 του Νόμου 
4328/1929 (Φ.Ε.Κ. 272/Α/1929) «Περί συστάσεως Γενικού 
Χημείου του Κράτους», όπως αντικαταστάθηκε από την 
παράγραφο 6του άρθρου 11 του Νόμου 2343/95, (Φ.Ε.Κ. 
211/Α/11.10.1995). 

4. Το άρθρο 4 του Διατάγματος της 31 ης Οκτωβρίου 
1929 «Περί κανονισμού της λειτουργίας και των εργασιών 
του Ανωτάτου Χημικού Συμβουλίου» (Φ.Ε.Κ. 391/Α/1929). 

5. Το άρθρο 1 του Νόμου 115/1975 «Περίτροποποιήσε- 
ως διατάξεων τινών του Ν. 4328/1929» (Φ.Ε.Κ. 
172/Α/1975). 

6. Τα Π.Δ. 284/1988 και 543/1989 «Οργανισμός του 
Υπουργείου Οικονομικών» (Φ.Ε.Κ. 128 και 165/Α/1988 και 
229/Α/1989). 

7. Την απόφαση 1078204/927/0006 Α/6.8.1992 «Περιο¬ 
ρισμός Συλλογικών Οργάνων του Υπουργείου Οικονομι¬ 
κών» των Υπουργών Προεδρίας και Οικονομικών» (Φ.Ε.Κ. 
517/Β/1992). 

8. Την υπ’ αριθ. 1100383/1330/Α 0006/31.10.2001 Κοινή 
απόφαση του Πρωθυπουργού και του Υπουργού Οικονο¬ 
μικών «Ανάθεση αρμοδιοτήτων Υπουργού Οικονομικών 
στους Υφυπουργούς Οικονομικών» (Φ.Ε.Κ. 1485/Β/ 
31.10.2001). 

9. Τις διατάξεις του άρθρου 29 Α του Ν. 1558/1985 


(Φ.Ε.Κ. 137/Α/1985) όπως το άρθρο αυτό προστέθηκε με 
το άρθρο 27 του Ν. 2081/1992 (Φ.Ε.Κ. 154/Α/1992) και 
αντικαταστάθηκε από το άρθρο 1 παρ. 2° του Ν. 
2469/1997 (38 Α) και το γεγονός ότι από την παρούσα 
απόφαση δεν προκαλείται δαπάνη σε βάρος του Κρατι¬ 
κού Προϋπολογισμού, αποφασίζουμε: 

Εγκρίνουμε την απόφαση αριθμ. 388 του Ανωτάτου Χη¬ 
μικού Συμβουλίου, η οποία ελήφθη κατά τη Συνεδρίαση 
της 11.9.2001 και η οποία έχει ως ακολούθως: 

ΓΕΝΙΚΟ ΧΗΜΕΙΟ ΤΟΥ ΚΡΑΤΟΥΣ 
ΑΝΩΤΑΤΟ ΧΗΜΙΚΟ ΣΥΜΒΟΥΛΙΟ 

Εγκρίνουμε την τροποποίηση του άρθρου 1, του άρ¬ 
θρου 13 παράγραφος 1 πέμπτη περίπτωση της απόφα¬ 
σης Α.Χ.Σ. 378/1994 (Φ.Ε.Κ. 705/Β/20.9.94) καθώς κοίτης 
προσαρμογής στην τεχνική πρόοδο των παραρτημάτων I, 
V και IX της απόφασης Α.Χ.Σ. 378/1994 (Φ.Ε.Κ. 
705/Β/20.9.1994) όπως έχει τροποποιηθεί και ισχύει, σε 
εναρμόνιση προς τα άρθρα και τα Παραρτήματα των 
Οδηγιών 2000/21 /Ε.Κ., 2000/32/Ε.Κ. και 2000/33/Ε.Κ. ως 
εξής: 

Άρθρο 1 

Η παρούσα απόφαση εναρμονίζει την Ελληνική Νομο¬ 
θεσία προς τις Οδηγίες 2000/21/Ε.Κ. της Επιτροπής της 
Ευρωπαϊκής Κοινότητας (ΕΕ Ι_ 103 της 28/04/2000) «σχε¬ 
τικά με τον κατάλογο των Κοινοτικών πράξεων που ανα- 
φέρονται στο άρθρο 13 παράγραφος 1 πέμπτη περίπτω¬ 
ση της Οδηγίας 67/548/Ε.Ο.Κ. του Συμβουλίου», Οδ. 
2000/32/Ε.Κ. και Οδ. 2000/33/Ε.Κ. του Ευρωπαϊκού Κοι¬ 
νοβουλίου και του Συμβουλίου (ΕΕ Ι_ 136 της 8.6.2000) 
«για την προσαρμογή στην τεχνική πρόοδο, για εικοστή 
έκτη και εικοστή έβδομη φορά αντίστοιχα, της Οδηγίας 
67/548/Ε.Ο.Κ. του Συμβουλίου περί προσεγγίσεως των 
νομοθετικών, κανονιστικών και διοικητικών διατάξεων 
που αφορούν την ταξινόμηση, συσκευασία και επισήμαν¬ 
ση των επικίνδυνων ουσιών». 

Το Παράρτημα της Οδηγίας 2000/21/Ε.Κ. τροποποιεί 
τον κατάλογο των Κοινοτικών πράξεων που αναφέρονται 
στο άρθρο 13 παράγραφος 1 πέμπτη περίπτωση της 
απόφ. Α.Χ.Σ. 378/1994 (Φ.Ε.Κ. 705/Β720.9.1994). 

Τα Παραρτήματα των Οδηγιών 2000/32/Ε.Κ. και 
2000/33/Ε.Κ. προσαρμόζουν στην τεχνική πρόοδο τα Πα¬ 
ραρτήματα I, V, και IX (για την ελληνική γλώσσα) της Οδη¬ 
γίας 67/548/Ε.Ο.Κ. (ΕΕ Ι_ 196/18.6.1967), όπως έχειτρο- 
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ποποιηθεί και ισχύει και προς την οποία έχει εναρμονισθεί 
η Ελληνική Νομοθεσία με την απόφαση του Α.Χ.Σ. 
378/1994, (Φ.Ε.Κ. 705/Β720.9.1994) «Επικίνδυνες ουσίες, 
ταξινόμηση, συσκευασία και επισήμανση αυτών σε συμ¬ 
μόρφωση προς την Οδηγία του Συμβουλίου των Ευρω¬ 
παϊκών Κοινοτήτων 67/548/Ε.Ο.Κ. όπως έχει τροποποιη¬ 
θεί και ισχύει». 

Άρθρο 2 

Η απόφ. Α.Χ.Σ. 378/1994, (Φ.Ε.Κ. 705/Βν20.9.1994), 
όπως έχει τροποποιηθεί και ισχύει, τροποποιείται ως 
εξής: 

1. Από το άρθρο 1 διαγράφεται η Οδηγία 93/90/Ε.Ο.Κ. 
(ΕΕΕ277 10.11.93 ο. 33). 

2. Το κείμενο του άρθρου 13, παράγραφος 1, πέμπτη 
περίπτωση αντικαθίσταται από το κείμενο: 

Οι ουσίες που χρησιμοποιούνται αποκλειστικά ως ενερ¬ 
γά συστατικά σε άλλους τομείς προϊόντων για τους οποί¬ 
ους ισχύουν Κοινοτικές διαδικασίες γνωστοποίησης ή 
έγκρισης και για τις οποίες οι απαιτήσεις σχετικά με τις 
πληροφορίες είναι ίδιες με τις προβλεπόμενες στην πα¬ 
ρούσα όπως: 

Α. Φυτοπροστατευτικά προϊόντα που καλύπτονται από 
την Οδηγία 91/414/Ε.Ο.Κ. του Συμβουλίου, της 15 ης Ιουλί¬ 
ου 1991, σχετικά με τη διάθεση φυτοπροστατευτικών 
προϊόντων. 

Β. Βιοκτόνα προϊόντα που καλύπτονται από την Οδηγία 
98/8/Ε.Κ. του Ευρωπαϊκού Κοινοβουλίου και του Συμβου¬ 
λίου, της 16 ης Φεβρουάριου 1998, για τη διάθεση βιοκτό- 
νων προϊόντων στην αγορά. 

3. Το Παράρτημα I τροποποιείται ως εξής: 

α) Οι σειρές στο Παράρτημα 1 Ατης παρούσας απόφα¬ 
σης, αντικαθιστούν τις αντίστοιχες σειρές στον πίνακα Α. 


β) Οι καταχωρήσεις του Παραρτήματος 1Β της παρού¬ 
σας απόφασης αντικαθιστούν τις αντίστοιχες καταχωρή¬ 
σεις. 

γ) Προστίθενται οι καταχωρήσεις του Παραρτήματος 1 
Γ της παρούσας απόφασης. 

4. Το μέρος Β του Παραρτήματος V τροποποιείται ως 
εξής: 

α) Το κείμενο του Παραρτήματος 2 Α της παρούσας 
απόφασης αντικαθιστά το κεφάλαιο Β.10. 

β) Το κείμενο του Παραρτήματος 2 Β της παρούσας 
απόφασης αντικαθιστά το κεφάλαιο Β. 11. 

γ) Το κείμενο του Παραρτήματος 2 Γ της παρούσας 
απόφασης αντικαθιστά το κεφάλαιο Β. 12. 

δ) Το κείμενο του Παραρτήματος 2 Δ της παρούσας 
απόφασης αντικαθιστά τα κεφάλαια Β. 13 και Β.14. 

ε) Το κείμενο του Παραρτήματος 2 Ε της παρούσας 
απόφασης αντικαθιστά το κεφάλαιο Β. 17. 

στ) Το κείμενο του Παραρτήματος 2 ΣΤ της παρούσας 
απόφασης αντικαθιστά το κεφάλαιο Β.23. Αλλάζει αντι- 
στοίχως ο τίτλος του κεφαλαίου Β.23 στην επεξηγηματι¬ 
κή σημείωση. 

η) Προστίθεται το κείμενο των Παραρτημάτων 2 Ζ, 2 Η 
και 2 θ της παρούσας απόφασης. 

5. Διαγράφεται η τέταρτη περίπτωση της γενικής εισα¬ 
γωγής στο μέρος Γ'του Παραρτήματος V. 

6. Το Παράρτημα IX τροποποιείται όπως καθορίζεται 
στο Παράρτημα 3 της παρούσας απόφασης. 

Άρθρο 3 

Η παρούσα απόφαση συνοδεύεται από τα Παραρτήμα¬ 
τα 1 Α, 1 Β, 1 Γ, 2 Α, 2 Β, 2 Γ, 2 Δ, 2 Ε, 2 ΣΤ, 2 Η, 2 Ζ, 2 Θ και 
3, τα οποία αποτελούν αναπόσπαστο μέρος αυτής. 












































006-024-00-8 ΡΐΌΧ3η-50<ϋυη> (150) 205-443-5 140-93-2 Χπ;Κ22 Χη;Ν 

Ο-ισοπροπυλοδιθειοκαρβαμιδικό νάτριο Χί;Κ38 Κ: 22-38-51 /53 

Ν: Κ5Ι-53 $:(2-)Ι3-61 










































006-026-00-9 ΟίΛοΓιιπιη (150) 216-353-0 1563-66-2 Τ+; Κ26/28 

Μεθυλοκαρβαμιδικός ν· ^50-53 

2,3-διυδρο~2,2-διμεθυλοβενζοφουραν-7-υλεστέρας 



006-043-00-1 ΜοηιίΓοη-ΤΟΑ _ 140-41-0 Χί; Κ36/38 Χη;Ν 

Τριχλωροοζικό (:3Γ( . 3 . Κ40 Κ: 36/38-40-50/53 

3-(4-χλωροφαινυλο)-Ι,1 -διμεθυλουρόνιο Ν; Κ50-53 5: (2-/36/37-60-61 




































































































0)5-140-00-8 Τπ3ζορΙιθ5 (180) 245-986-5 24017-47-8 

Θειοφωσφορ ικό Ο, Ο-διαιθύλιο-Ο-Ι-φαινυλο- 
ΙΗ,2,4-τριαζολ-3-ύλιο 




























































016-01 4 -00-5 I Τετραχλωριούχο θείο 
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ρ-διχλωροβενζόλιο 




























































































604-043-00-1 Μονοβενζόνη 203-083-3 103-16-2 Χΐ;Κ36 Χΐ 

4-υδροξυφαινυλο-βενζυλαιθέρας Κ43 Κ; 36-43 
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606-037-00-4 ΤπαάππβΓοη (150) 256-103-8 43121-43-3 Χη; Κ22 

I -{4-χλο>ροφαηΌξο)-3,3-διμεθυλο-1 -(} ,2,4-τριαζωλ- Ν, Κ51 -53 

Ι-υλο) βουτανόνη 
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607-159-00-0 ΟιΙοπΛβπζίΐΜί (150) 208-110-2 

4,4'-διχλωροβενζυλικ:ός αιθυλεστέρας 



607-248-00-4 ΝίφΒ.Ιοηι-.,οΟίιιπ. 205-073-4 132-67-2 Χη; Κ22 








2,4-διχλωροφαινυλο-4-νιτροφαιη>λικός αιθέρας 






































611 -008-00-4 4-αμινοαζοβενζόλιο 



612-105-00-4 2-(«ιπερ«ζιν-1 -υλ)αιθυλαμίνη 
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614-006-00-1 Βρυκίνη 206-614-71 357-57-3 













































617-008-00-0 Υηεροξείδιο του διβενζοϋλίου 202-327-6 94-36-0 Π; Κ2 Ε; Χΐ; 

XI; 1136 Κ: 2-36-43 

Κ43 5: (2-)3/7-14-36/37/39 

















































Ιικίβχ Νο Χημική ονομασία Σημειώσεις Αριθ, ΕΚ Αριθ. ΌΑ5 Ταξινόμηση Επισήμανση Όρια συγκέντρωσης 

σχετικές με 
ουσίες 
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006-090-00-8 Φαινυλοκαρβαμιδικό 2-(3-ιωδοπροιτ-2-υν-1- 408-010-0 88558-41-2 Χη; Κ20 Χη 

υλοξυ)αιθύλιο χ ί;Κ ·1Ι Κ: 20-41-52/53 



603-128-00-0 2-{φαινυλομεθοξυ) ναφθαλένιο 405-490-3 613-62-7 Κ.53 

































603-129-00-6 1 -τριτοπαγής-βουτοξυπροπαν-2-όλη 406-180-0 ί 57018-52-7 Κ10 



603-138-00-5 3-(2, 2-διμεθυλο- 3-υδροξυπροπυλο) τολουόλιο 403-140-4 103694-68-4 Κ52-53 Κ: 52/53 

8 : 61 






























!:50 3: (Ι/2-)26-36/37/39-45-6Ι 



















































































































607-301-00*1 Μείγμα από: δώδεκανοικό οξύ, πολύ (1-7)-γαλακ*τι- 411-860-5 — Χί; Κ.38-41 Χϊ; Ν 

κοί εστέρες του δεκατετρανοϊκού οξέος ^43 Κ· 38-41 -43-51 /53 

Ν; Κ51-53 5: (2-)24-26-37/39-61 
























607-302-00-7 Μείγμα από: δεκατετρανοϊκό οξύ, πολύ (1-7)-γαλα- 411-910-6 '' — Χΐ; Κ38-41 Χΐ;Ν 

κτικαί εστέρες του δεκατετρανοϊκού οξέος ^43 Κ 38-41-43-51/53 

| Ν; Ιο!-53 5: (2-) 24-26-37/39-61 






























































613-150-00-2 2,2'-[3,3 ’-ίπιπεραζινο-1,4-διυλο) διπροπυλο] δις- 406-295-6 

(I Η-βενζιμιδαζω [2, 1-16] βενζο Π, πι, η] [3, 8] φαιναν- 
θρολινο-1,3,0*τριόνη) 
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617-015-00-9 Δις (4-μεθυλοβενζοϋλο) υπεροξείδιο 407-950-9 895-85-2 Ε; 

















































ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣΔΕΥΤΕΡΟ) 


1851 


Παράρτημα 2Α 

Β.10. ΜΕΤΑΛΛΑΞΙΓΕΝΕΣΗ - ΙΝ νίΤΒΟ 
ΔΟΚΙΜΗ ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΩΝ ΕΚΤΡΟΠΩΝ ΣΕ ΘΗΛΑΣΤΙΚΑ 

1. ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος αποτελεί αντιγραφή της ΟΕΟΩ ΤΘ 
473, Ιπ νϊΐΓΟ ΜαπιπιαΙίαπ ΟάΓοπιοδοιτίθ ΑόθίταΙίοη Τεεί 
(1997). 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Σκοπός της ίη νϊΐΓΟ δοκιμής χρωμοσωμικών εκτροπών 
είναι ο εντοπισμός παραγόντων που προκαλούν δομικές 
χρωμοσωμικές εκτροπές σε καλλιεργημένα κύτταρα θη¬ 
λαστικών (1) (2) (3). Οι δομικές εκτροπές μπορεί να είναι 
δύο τύπων, χρωμοσωμικές ή χρωματιδικές. Τα περισσό¬ 
τερα χημικά μεταλλαξιγόνα προκαλούν εκτροπές χρωμα- 
τιδικού τύπου, απαντώνται όμως και εκτροπές χρωμοσω- 
μικού τύπου. Τυχόν αύξηση στην πολυπλοειδία μπορεί να 
σημαίνει ότι μία χημική ουσία έχει τη δυνατότητα να επά- 
γει αριθμητικές εκτροπές. Εντούτοις, η παρούσα μέθο¬ 
δος δεν έχει σχεδιαστεί για τη μέτρηση αριθμητικών 
εκτροπών και δεν χρησιμοποιείται συνήθως για το σκοπό 
αυτό. Οι χρωμοσωμικές μεταλλάξεις και τα συναφή συμ¬ 
βάντα αποτελούν αίτιο πολλών γενετικών ασθενειών του 
ανθρώπου και υπάρχουν σημαντικές ενδείξεις ότι οι χρω¬ 
μοσωμικές μεταλλάξεις και τα συναφή συμβάντα που 
προκαλούν αλλοιώσεις σε ογκογονίδια και ογκογενή απο- 
καταστατικά γονίδια σωματικών κυττάρων σχετίζονται με 
την εμφάνιση καρκίνου σε ανθρώπους και σε πειραματό¬ 
ζωα. 

Στην ίη νίίΐΌ δοκιμή χρωμοσωμικών εκτροπών μπορούν 
να χρησιμοποιηθούν καλλιέργειες καθιερωμένων κυτταρι¬ 
κών σειρών, κυτταρικών στελεχών ή καλλιέργειες αρχέγο- 
νων κυττάρων. Τα χρησιμοποιούμενα κύτταρα επιλέγο¬ 
νται με βάση την ικανότητα ανάπτυξής τους στην καλλιέρ¬ 
γεια, τη σταθερότητα του καρυοτύπου, τον αριθμό των 
χρωμοσωμάτων, την ποικιλότητα των χρωμοσωμάτων και 
την αυθόρμητη συχνότητα χρωμοσωμικών εκτροπών. 

Οι δοκιμές που διεξάγονται ίη νίίΐΌ απαιτούν εν γένειτη 
χρήση εξωγενούς πηγής μεταβολικής ενεργοποίησης. Το 
σύστημα αυτό μεταβολικής ενεργοποίησης δεν μπορεί να 
μιμηθεί εξ ολοκλήρου τις ίη νίνο συνθήκες των θηλαστι¬ 
κών. Πρέπει να λαμβάνεται πρόνοια ώστε να αποφεύγεται 
η χρήση συνθηκών που μπορεί να οδηγήσουν στη λήψη 
θετικών αποτελεσμάτων τα οποία μπορεί να μην οφείλο¬ 
νται σε εγγενή μεταλλαξιγένεση αλλά να προέρχονται 
από αλλαγές στο ρΗ, την ωσμωμοριακότητα ή υψηλά επί¬ 
πεδα κυτταροτοξικότητας (4) (5). 

Η παρούσα δοκιμή χρησιμοποιείται για τον εντοπισμό πι¬ 
θανών μεταλλαξιγόνων και καρκινογόνων ουσιών στα θη¬ 
λαστικά. Πολλές ενώσεις που εμφανίζονται θετικές στηνπα- 
ρούσα δοκιμή είναι καρκινογόνες για τα θηλαστικά. Δεν 
υπάρχει όμως απόλυτη συσχέτιση μεταξύ αυτής της δοκι¬ 
μής και του φαινομένου της καρκινογενετικότητας. Η συ¬ 
σχέτιση εξαρτάται από τη χημική τάξη και υπάρχουν αύ- 
ξουσες ενδείξεις ότι υπάρχουν καρκινογόνο που δεν ανι- 
χνεύονται από τη δοκιμή αυτή γιατί δρουν μέσω 
μηχανισμώνπου δεν έχουν σχέση με άμεση βλάβητου ΩΝΑ. 

Βλ. επίσης Γενική εισαγωγή Μέρος Β. 

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ 

Εκτροπή χρωματιδικού τύπου: δομική χρωμοσωμική 
βλάβη που εμφανίζεται ως ρήξη μεμονωμένων χρωματι- 
δών ή ρήξη και επανένωση μεταξύ χρωματιδών. 

Εκτροπή χρωμοσωμικού τύπου: δομική χρωμοσωμική 


βλάβη που εμφανίζεται ως ρήξη, ή ρήξη και επανένωση, 
και των δύο χρωματιδών στην ίδια θέση. 

Ενδοαναδιπλασιασμός: διεργασία κατά την οποία έπει¬ 
τα από μία 3 φάση αντιγραφής ΩΝΑ, ο πυρήνας δεν υφί- 
σταται μίτωση αλλά ξεκινά μία νέα 3 φάση. Το αποτέλε¬ 
σμα είναι χρωμοσώματα με 4, 8,16,... χρωματίδες. 

Χάσμα: αχρωματική βλάβη μικρότερη από το πλάτος 
μιας χρωματίδης και με ελάχιστη απευθυγράμμιση των 
χρωματιδών. 

Μιτωτικός δείκτης: ο λόγοςτων κυττάρων σε μετάφαση 
δια του συνολικού αριθμού των κυττάρων που παρατη¬ 
ρούνται σε ένα κυτταρικό πληθυσμό αποτελεί ένδειξη του 
βαθμού πολλαπλασιασμού του πληθυσμού αυτού. 

Αριθμητική εκτροπή: μεταβολή του αριθμού των χρω¬ 
μοσωμάτων από τον κανονικό χαρακτηριστικό αριθμό των 
χρησιμοποιουμένων κυττάρων. 

Πολυπλοειδία: πολλαπλάσιο του απλοειδούς χρωμο- 
σωμικού αριθμού (η) πέραν του διπλοειδούς αριθμού 
(δηλ. 3η, 4η κ.ο.κ). 

Δομική εκτροπή: μεταβολή της δομής των χρωμοσωμά¬ 
των που εντοπίζεται με παρατήρηση στο μικροσκόπιο του 
σταδίου της μεταφάσεως της διαίρεσης των κυττάρων 
και γίνεται αντιληπτή με τη μορφή απαλείψεων και θραυ¬ 
σμάτων, ενδοανταλλαγών ή ανταλλαγών. 

1.3 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Κυτταρικές καλλιέργειες εκτίθενται στην υπό δοκιμή ου¬ 
σία με και χωρίς μεταβολική ενεργοποίηση. Σε προκαθο¬ 
ρισμένα διαστήματα μετά την έκθεση των κυτταρικών καλ¬ 
λιεργειών στην υπό δοκιμή ουσία, αυτές υποβάλλονται σε 
κατεργασία με μία ουσία αναστολής της μετάφασης (π.χ. 
ΘοΙοθίτιίό® ή κολχικίνη), συλλέγονται, χρωματίζονται και 
τα μεταφασικά κύτταρα εξετάζονται με μικροσκόπιο για να 
διαπιστωθεί αν υπάρχουν χρωμοσωμικές εκτροπές. 

1.4 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

1.4.1 Προετοιμασίες 

1.4.1.1 Κύτταρα 

Μπορούν να χρησιμοποιηθούν διάφορες κυτταρικές 
σειρές, στελέχη ή καλλιέργειες αρχέγονων κυττάρων, 
συμπεριλαμβανομένων και ανθρώπινων κυττάρων (π.χ. 
ινοβλάστες κινέζικων κρικητών, ανθρώπινα περιφερικά 
λεμφοκύτταρα αίματος ή λεμφοκύτταρα αίματος άλλων 
θηλαστικών). 

1.4.1.2 Μέσο και συνθήκες καλλιέργειας 

Γιατις καλλιέργειες πρέπει να χρησιμοποιούνται κατάλ¬ 
ληλο μέσο καλλιέργειας και συνθήκες επωάσεως (δοχεία 
καλλιέργειας, συγκέντρωση 002 , θερμοκρασία και 
υγρασία). Οι καθιερωμένες κυτταρικές σειρές και στελέ¬ 
χη πρέπει να ελέγχονται σε τακτική βάση ως προς τη στα- 
θερότητατου υποθετικού χρωμοσωμικού αριθμού καιτην 
απουσία μόλυνσης από μυκόπλασμα και δεν θα πρέπει να 
χρησιμοποιούνται εφόσον έχουν μολυνθεί. Θα πρέπει να 
είναι γνωστός ο κανονικός χρόνος του κυτταρικού κύκλου 
για τα κύτταρα και τις χρησιμοποιούμενες συνθήκες καλ¬ 
λιέργειας. 

1.4.1.3 Ετοιμασία των καλλιεργειών 

Καθιερωμένες κυτταρικές σειρές και στελέχη: κύτταρα 

πολλαπλασιάζονται από έτοιμες καλλιέργειες, ανακαλ- 
λιεργούνται σε μέσο καλλιέργειας με πυκνότητα τέτοια 
ώστε οι καλλιέργειες να μη φθάνουν σε κατάσταση συρ¬ 
ροής πριν από το χρόνο συλλογής και επωάζονται στους 
37°0. 

Λεμφοκύτταρα: πλήρες αίμα κατεργασμένο με ένα αντι- 
θρομβωτικό (π.χ. ηπαρίνη) ή διαχωρισμένα λεμφοκύττα- 
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ραληφθέντα από υγιή υποκείμενα προστίθενται στο μέσο 
καλλιέργειας που περιέχει ένα μιτωγόνο (π.χ. φυτοαιμο- 
συγκολλητίνη) και επωάζονται στους 37°0. 

1.4.1.4 Μεταβολική ενεργοποίηση 

Τα κύτταρα πρέπει να εκτίθενται στην υπό δοκιμή ουσία 
παρουσία και απουσία κατάλληλου συστήματος μεταβο- 
λικής ενεργοποίησης. Το συνηθέστερα χρησιμοποιούμε¬ 
νο σύστημα είναι ένα μεταμιτοχονδριακό κλάσμα 
εμπλουτισμένο με συμπαράγοντα (39) που παρασκευά¬ 
ζεται από ήπαρ τρωκτικών που έχει υποβληθεί σε κατερ¬ 
γασία με ενζυμοεπαγωγικούς παράγοντες όπως : ΑτοοΙοτ 
1254 (6) (7) (8) (9) ή μίγμα φαινοβαρβιτόνης και β-ναφθο- 
φλαβόνης (10)(11)(12). 

Το μεταμιτοχονδριακό κλάσμα χρησιμοποιείται συνή¬ 
θως σε συγκεντρώσεις της τάξεως του 1-10% ν/ν στο τε¬ 
λικό μέσο δοκιμής. Η κατάσταση ενός συστήματος μετα- 
βολικής ενεργοποίησης μπορεί να εξαρτάται από την τά¬ 
ξη της υπό δοκιμή χημικής ουσίας. Σε ορισμένες 
περιπτώσεις μπορεί να χρειάζεται να χρησιμοποιηθούν 
περισσότερες από μία συγκεντρώσεις μεταμιτοχονδρια- 
κού κλάσματος. 

Με ορισμένες αλλαγές, στις οποίες περιλαμβάνεται και 
η παρασκευή επεξεργασμένων με μεθόδους γενετικής 
μηχανικής κυτταρικών σειρών που εκφράζουν ειδικά 
ενεργοποιητικά ένζυμα, ενδέχεται να μπορεί να γίνει και 
ενδογενής ενεργοποίηση. Η επιλογή των χρησιμοποιου- 
μένων κυτταρικών σειρών πρέπει να αιτιολογείται επιστη- 
μονικώς (π.χ. από τη σχέση του κυτοχρωμικού Ρ450 ισο- 
ενζύμου με το μεταβολισμό της υπό δοκιμή ουσίας). 

1.4.1.5 Υπό δοκιμή ουσία/Προετοιμασία 

Οι στερεές υπό δοκιμή ουσίες πρέπει να διαλύονται ή να 
τίθενται υπό μορφή εναιωρήματος σε κατάλληλους δια¬ 
λύτες ή φορείς και να αραιώνονται, εφόσον απαιτείται, 
πριν από την κατεργασία των κυττάρων. Οι υγρές ουσίες 
μπορούν να προστίθενται απευθείας στα συστήματα δο¬ 
κιμής και/ή να αραιώνονται πριν από την κατεργασία. Πρέ¬ 
πει να χρησιμοποιούνται πρόσφατα παρασκευάσματα 
της υπό δοκιμή ουσίας εκτός κι αν τα σχετικά με τη στα¬ 
θερότητα της ουσίας στοιχεία επιτρέπουν τη χρήση έτοι¬ 
μων παρασκευασμάτων. 

1.4.2 Συνθήκες δοκιμής 

1.4.2.1 Διαλύτης/φορέας 

Δεν πρέπει να υπάρχουν υπόνοιες για πιθανή χημική 
αντίδραση του διαλύτη/φορέα με την υπό δοκιμή ουσία 
ενώ αυτός θα πρέπει να είναι συμβατός με την επιβίωση 
των κυττάρων και τη δραστικότητα 39. Εφόσον ο χρησι¬ 
μοποιούμενος διαλύτης/φορέας δεν είναι από τους γνω¬ 
στούς, η χρήση του θα πρέπει να στηρίζεται στην ύπαρξη 
στοιχείων που αποδεικνύουν τη συμβατότητά του. Συνι- 
στάται, εφόσον είναι δυνατό, να εξετάζεται πρώτα αν μπο¬ 
ρεί να χρησιμοποιηθεί υδατικός διαλύτης/φορέας. Όταν 
εξετάζονται ουσίες που δεν είναι σταθερές στο νερό, οι 
χρησιμοποιούμενοι οργανικοί διαλύτες θα πρέπει να είναι 
απαλλαγμένοι ύδατος. Το νερό μπορεί να αφαιρεθεί με 
την προσθήκη μοριακού κοσκίνου. 

1.4.2.2 Συγκεντρώσεις εκθέσεως 

Μεταξύ των κριτηρίων που πρέπει να λαμβάνονται υπό¬ 
ψη όταν καθορίζεται η μέγιστη προς χρήση συγκέντρωση 
είναι η κυτταροτοξικότητα, η διαλυτότητα στο σύστημα 
δοκιμής και οι μεταβολές στο ρΗ ή την οσμωμοριακότητα. 

Η κυτταροτοξικότητα θα πρέπει να προσδιορίζεται με 


και χωρίς μεταβολική ενεργοποίηση στο κύριο πείραμα 
χρησιμοποιώντας προς τούτο μία κατάλληλη ένδειξη της 
ακεραιότητας και ανάπτυξης των κυττάρων όπως ο βαθ¬ 
μός συρροής, ο αριθμός των βιώσιμων κυττάρων ή ο μι- 
τωτικός δείκτης. Χρήσιμο μπορεί να είναι ο προσδιορι¬ 
σμός της κυτταροτοξικότητας και διαλυτότητας να γίνει 
σε ένα προκαταρκτικό πείραμα. 

Για την ανάλυση θα πρέπει να χρησιμοποιούνται τρεις 
τουλάχιστον συγκεντρώσεις. Εφόσον εμφανίζονται φαι¬ 
νόμενα κυτταροτοξικότητας, οι συγκεντρώσεις αυτές θα 
πρέπει να καλύπτουν μία περιοχή από τη μέγιστη μέχρι μι¬ 
κρή ή και μηδενική τοξικότητα. Αυτό σημαίνει συνήθως ότι 
οι συγκεντρώσεις δεν θα πρέπει να διαφέρουν περισσό¬ 
τερο από ένα συντελεστή μεταξύ 2 και Φ10. Κατά το χρό¬ 
νο της συλλογής, η μέγιστη συγκέντρωση θα πρέπει να 
εμφανίζει σημαντική μείωση στο βαθμό συρροής, τον 
αριθμό των κυττάρων ή το μιτωτικό δείκτη (όλα περισσό¬ 
τερο από 50%). Ο μιτωτικός δείκτης αποτελεί έμμεση μό¬ 
νο μέτρηση των κυτταροτοξικών/κυτταροστατικών απο¬ 
τελεσμάτων και εξαρτάται από το χρόνο που μεσολάβησε 
από την κατεργασία. Εντούτοις, ο μιτωτικός δείκτης είναι 
αποδεκτός για καλλιέργειες μορφής εναιωρήματος για 
τις οποίες άλλες μετρήσεις τοξικότητας μπορεί να είναι 
άβολες και μη πρακτικές. Στοιχεία σχετικά με την κινητική 
του κυτταρικού κύκλου, όπως ο μέσος χρόνος γενεάς 
(ΜΧΓ), μπορούν να χρησιμοποιούνται ως συμπληρωματι¬ 
κές πληροφορίες. Εντούτοις, ο ΜΧΓ είναι μία γενική μέση 
τιμή που δεν αποκαλύπτει πάντοτε την ύπαρξη καθυστε¬ 
ρημένων υποπληθυσμών, ακόμη δε και πολύ μικρές αυ¬ 
ξήσεις στο μέσο χρόνο γενεάς μπορούν να συνδέονται με 
πολύ σημαντική καθυστέρηση στο χρόνο της άριστης 
ανάπτυξης των εκτροπών. 

Για σχετικά μη κυτταροτοξικές ουσίες, η μέγιστη συ¬ 
γκέντρωση δοκιμής θα πρέπει να είναι 5 μΙ/πιΙ, 5 ητρ/τπΙ ή 
0.01 Μ, όποια από τις τρεις είναι χαμηλότερη. 

Για σχετικά αδιάλυτες ουσίες που δεν είναι τοξικές σε 
συγκεντρώσεις χαμηλότερες από τη συγκέντρωση μέγι- 
στης διαλυτότητας, η μέγιστη χρησιμοποιούμενη δόση 
θα πρέπει να αντιστοιχεί σε συγκέντρωση μεγαλύτερη 
από το όριο διαλυτότητας στο τελικό μέσο καλλιέργειας 
στο τέλος της περιόδου κατεργασίας. Σε ορισμένες περι¬ 
πτώσεις (π.χ. όταν φαινόμενα τοξικότητας εμφανίζονται 
μόνο σε υψηλότερες από τη χαμηλότερη συγκέντρωση 
μέγιστης διαλυτότητας) συνιστάται να διεξάγεται δοκιμή 
σε περισσότερες από μία συγκεντρώσεις με ορατή πτώ¬ 
ση ιζήματος. Μπορεί να είναι χρήσιμο να εκτιμηθεί η δια¬ 
λυτότητα στην αρχή και το πέρας της κατεργασίας καθώς 
η διαλυτότητα μπορεί να αλλάζει κατά τη διάρκεια της έκ¬ 
θεσης στο σύστημα δοκιμής λόγω της παρουσίας κυττά¬ 
ρων, 39, ορού, κλπ. Η μέγιστη διαλυτότητα μπορεί να ανι- 
χνευθεί με γυμνό οφθαλμό. Το ίζημα δεν πρέπει να πα¬ 
ρεμβαίνει στην εκτίμηση αυτή. 

1.4.2.3 Αρνητικοί και θετικοί μάρτυρες 

Σε κάθε πείραμα θα πρέπει να περιλαμβάνονται παράλ¬ 
ληλα θετικοί και αρνητικοί (διαλύτης ή φορέας) μάρτυ¬ 
ρες, με και χωρίς μεταβολική ενεργοποίηση. Όταν χρησι¬ 
μοποιείται μεταβολική ενεργοποίηση, ως θετικός μάρτυ¬ 
ρας θα πρέπει να χρησιμοποιείται ουσία που απαιτεί 
ενεργοποίηση για την παροχή μεταλλαξογόνου απόκρι¬ 
σης. 
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Ως θετικοί μάρτυρες θα πρέπει να χρησιμοποιούνται 
γνωστά κλαστογόνα σε επίπεδα έκθεσης που αναμένεται 
να δώσουν αναπαραγώγιμη και ανιχνεύσιμη αύξηση πάνω 
από το βασικό όριο που αποδεικνύει την ευαισθησία του 
συστήματος δοκιμής. 


Οι συγκεντρώσεις των θετικών μαρτύρων θα πρέπει να 
επιλέγονται έτσι ώστε τα αποτελέσματα να είναι σαφή αλ¬ 
λά να μην αποκαλύπτουν αμέσως την ταυτότητα των κω- 
δικοποιημένων αντικειμενοφόρων στον παρατηρητή. Πα¬ 
ραδείγματα ουσιών - θετικών μαρτύρων είναι: 


Κατάσταση μεταβολικής 
ενεργοποίησης 

Ουσία 

Αριθ. 

ΩΑδ 

Αριθ. 

ΕΙΝΕΧ'δ 

Απουσία εξωγενούς μεταβολικής 

Μεθανοσουλφονικός μεθυλεστέρας 

66-27-3 

200-625-0 

ενεργοποίησης 

Μεθανοσουλφονικός αιθυλεστέρας 

62-50-0 

200-536-7 


Αιθυλο νιτροζουρια 

759-73-9 

212-072-2 


Μιτομυκίνη 0 

50-07-7 

200-008-6 


4-Νιτροκινολιν-Λ'—οξείδιο 

56-57-5 

200-281-1 

Παρουσία εξωγενούς μεταβολικής 

Βενζο(α]πυρένιο 

50-32-8 

200-028-5 

Ενεργοποίησης 

Κυκλοφωσφαμίδιο 

50-18-0 

200-015-4 


Μονοένυδρο κυκλοφωσφαμίδιο 

6055-19-2 



Ως θετικοί μάρτυρες μπορούν να χρησιμοποιηθούν και 
άλλες κατάλληλες ουσίες. Εφόσον υπάρχουν, θα πρέπει 
να εξετάζεται η δυνατότητα χρήσης ως θετικών μαρτύ¬ 
ρων ουσιών σχετικής χημικής τάξης 

Σε κάθε συλλογή, θα πρέπει να περιλαμβάνονται και αρ¬ 
νητικοί μάρτυρες, αποτελούμενοι από μόνο τον διαλύτη ή 
φορέα στο μέσο κατεργασίας και κατεργασμένοι με τον 
ίδιο τρόπο με εκείνο των καλλιεργειών της υπό δοκιμή ου¬ 
σίας, Επιπλέον, θα πρέπει να χρησιμοποιούνται και μη 
υποστάντες κατεργασία μάρτυρες εκτός αν υπάρχουν 
πρότερα στοιχεία που καταδεικνύουν ότι ο επιλεγείς δια¬ 
λύτης δεν επιφέρει επιβλαβή ή μεταλλαξιγόνα αποτελέ¬ 
σματα. 

1.4.3 Διαδικασία 

1.4.3.1 Κατεργασία με την υπό δοκιμή ουσία 

Πολλαπλασιασμένα κύτταρα υποβάλλονται σε κατερ¬ 
γασία με την υπό δοκιμή ουσία παρουσία και απουσία συ¬ 
στήματος μεταβολικής ενεργοποίησης. Η κατεργασία 
των λεμφοκυττάρων πρέπει να αρχίζει 48 ώρες περίπου 
μετά τη μιτωγόνο διέγερση. 

1.4.3.2 Για κάθε συγκέντρωση θα πρέπει κανονικά να 
χρησιμοποιούνται καλλιέργειες εις διπλούν, ενώ το ίδιο 
συνιστάται ένθερμα και για τις αρνητικές/με διαλύτη καλ¬ 
λιέργειες. Όταν από πρότερα υφιστάμενα στοιχεία μπο¬ 
ρεί να αποδειχθεί ότι η διαφοροποίηση μεταξύ των δι¬ 
πλών καλλιεργειών είναι ελάχιστη (13)(14), μπορεί να γί¬ 
νει δεκτή η χρήση μιας μόνης καλλιέργειας για κάθε 
συγκέντρωση. 

Οι αέριες ή πτητικές ουσίες πρέπει να υποβάλλονται σε 
δοκιμή με κατάλληλες μεθόδους όπως π.χ. σε σφραγι¬ 
σμένα δοχεία καλλιεργειών (15) (16). 

1.4.3.3 Χρόνος συλλογής καλλιέργειας 

Στο πρώτο πείραμα, τα κύτταρα θα πρέπει να εκτίθενται 


στην υπό δοκιμή ουσία, με και χωρίς μεταβολική ενεργο¬ 
ποίηση, για 3-6 ώρες και να λαμβάνεται δείγμα έπειτα από 
χρονικό διάστημα που αντιστοιχεί με το 1,5 περίπου της 
κανονικής διάρκειας του κυτταρικού κύκλου μετά την 
έναρξη της κατεργασίας (12). Εάν το πρωτόκολλο αυτό 
δίνει αρνητικά αποτελέσματα, τόσο με όσο και χωρίς 
ενεργοποίηση, θα πρέπει να διεξάγεται μία πρόσθετη δο¬ 
κιμή χωρίς ενεργοποίηση, με συνεχή κατεργασία μέχριτη 
δειγματοληψία σε χρόνο που ισοδυναμεί με το 1,5 περί- 
πουτης κανονικής διάρκειαςτου κυτταρικού κύκλου. Ορι¬ 
σμένες ουσίες μπορεί να ανιχνεύονται ευκολότερα όταν ο 
χρόνος κατεργασίας/δειγματοληψίας είναι μεγαλύτερος 
από το 1,5 της διάρκειας του κύκλου. Τα αρνητικά αποτε¬ 
λέσματα με μεταβολική ενεργοποίηση πρέπει να επιβε¬ 
βαιώνονται περίπτωση προς περίπτωση. Στις περιπτώ¬ 
σεις όπου δεν κρίνεται αναγκαία η επιβεβαίωση των αρ¬ 
νητικών αποτελεσμάτων, αυτό θα πρέπει να αιτιολογείται. 

1.4.3.4 Προετοιμασία των χρωμοσωμάτων 

Κυτταρικές καλλιέργειες υποβάλλονται σε κατεργασία 

με ΟοΙοθπιίό® ή κολχικίνη για μία έως τρεις ώρες συνή¬ 
θως πριν από τη συλλογή. Κάθε κυτταρική καλλιέργεια 
συλλέγεται και υποβάλλεται σε χωριστή επεξεργασία για 
την προετοιμασία των χρωμοσωμάτων. Η προετοιμασία 
των χρωμοσωμάτων περιλαμβάνει κατεργασία των κυτ¬ 
τάρων με υπότονο διάλυμα, στερέωση και χρώση. 

1.4.3.5 Ανάλυση 

Όλες οι αντικειμενοφόροι, συμπεριλαμβανομένων και 
εκείνωντων θετικών και αρνητικών μαρτύρων, θα πρέπει να 
παίρνουν ένα ξεχωριστό κωδικό πριν από την εξέταση στο 
μικροσκόπιο. Επειδή οι διαδικασίες στερέωσης απολήγουν 
συχνά στη ρήξη ενός μέρους των μεταφασικών κυττάρων 
με απώλεια χρωμοσωμάτων, τα καταμετρούμενα κύτταρα 
θα πρέπει συνεπώς να περιέχουν αριθμό κεντρομεριδίων 
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ίσο με τον υποθετικό αριθμό ± 2 για όλα τα είδη κυττάρων. 
Θα πρέπει να καταμετρούνται τουλάχιστον 200 καλώς ανε¬ 
πτυγμένες μεταφάσεις ανά συγκέντρωση και μάρτυρα, 
μοιρασμένες εξ ίσου μεταξύ των εις διπλούν καλλιεργειών, 
εφόσον γίνεται, Ο αριθμός αυτός μπορεί να μειωθεί όταν 
παρατηρείται υψηλός αριθμός εκτροπών. 

Αν και σκοπός της δοκιμής είναι να ανιχνευθούν χρωμο- 
σωμικές δομικές εκτροπές, είναι σημαντικό το να κατα- 
γραφούντυχόν φαινόμενα πολυπλοειδίας και ενδοαναδι- 
πλασιασμού, εφόσουν παρατηρηθούν. 

2. ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Η πειραματική μονάδα είναι το κύτταρο, επομένως θα 
πρέπει να υπολογίζεται το ποσοστό των κυττάρων με δο¬ 
μική ή δομικές χρωμοσωμικές εκτροπές. Οι διάφοροι τύ¬ 
ποι δομικών χρωμοσωμικών μεταβολών θα πρέπει να κα¬ 
ταγράφονται με τον αριθμό και τη συχνότητά που εμφανί¬ 
ζονται στις πειραματικές και στις καλλιέργειες του 
μάρτυρα. Τα χάσματα καταγράφονται ξεχωριστά και πε¬ 
ριλαμβάνονται στην έκθεση, γενικά όμως δεν περιλαμβά¬ 
νονται στη συνολική συχνότητα εκτροπών. 

Οα πρέπει επίσης να καταγράφονται και οι παράλληλες 
μετρήσεις κυτταροτοξικότητας για όλες τις υποβληθεί- 
σες σε κατεργασία καθώς και τις αρνητικές καλλιέργειες 
μάρτυρα στα κύρια πειράματα εκτροπής. 

θα πρέπει να δίνονται στοιχεία για κάθε καλλιέργεια 
χωριστά. Επιπλέον, όλα τα στοιχεία θα πρέπει να συνοψί¬ 
ζονται με τη μορφή πίνακα. 

Δεν απαιτείται επαλήθευση των σαφών θετικών αποκρί¬ 
σεων. Τυχόν διφορούμενα αποτελέσματα θα πρέπει να 
αποσαφηνίζονται με περαιτέρω δοκιμές τροποποιώντας 
κατά προτίμηση τις πειραματικές συνθήκες. Η ανάγκη 
επιβεβαίωσης των αρνητικών αποτελεσμάτων έχει συζη¬ 
τηθεί στο σημείο 1.4.3.3. Στα επαναληπτικά πειράματα θα 
πρέπει να εξετάζεται η τροποποίηση των παραμέτρων 
της δοκιμής ώστε να καλύπτουν όλη την έκταση των εκτι- 
μούμενων συνθηκών. Στις παραμέτρους που μπορούν να 
τροποποιηθούν περιλαμβάνεται το εύρος των συγκε¬ 
ντρώσεων και οι συνθήκες μεταβολικής ενεργοποίησης. 

2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ¬ 
ΤΩΝ 

Για να θεωρηθεί ένα αποτέλεσμα ως θετικό υπάρχουν 
διάφορα κριτήρια όπως η σχετιζόμενη με την συγκέντρω¬ 
ση αύξηση ή η αναπαραγώγιμη αύξηση στον αριθμό των 
κυττάρων με χρωμοσωμικές εκτροπές. Πρώτα θα πρέπει 
να εξετάζεται η βιολογική σχετικότητα των αποτελεσμά¬ 
των. Ως βοήθημα στην αξιολόγηση των αποτελεσμάτων 
των δοκιμών μπορούν να χρησιμοποιούνται και στατιστι¬ 
κές μέθοδοι (3) (13). Σε μία θετική απόκριση δεν θα πρέπει 
ως μοναδικός αποφασιστικός παράγοντας να λαμβάνεται 
η στατιστική σημαντικότητα. 

Τυχόν αύξηση στον αριθμό των πολυπλοειδών κυττά¬ 
ρων μπορεί να σημαίνει ότι η υπό δοκιμή ουσία μπορεί να 
αναστέλλει τις μιτωτικές διεργασίες και να επάγει αριθ¬ 
μητικές χρωμοσωμικές εκτροπές. Τυχόν αύξηση στον 
αριθμό των κυττάρων με ενδοαναδιπλασιασμένα χρωμο¬ 
σώματα μπορεί να σημαίνει ότι η υπό δοκιμή ουσία μπορεί 
να εμποδίζει την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου (17) (18). 

Εφόσον τα αποτελέσματα για μία υπό δοκιμή ουσία δεν 
πληρούν τα ανωτέρω κριτήρια, η ουσία αυτή θεωρείται 
ως μη μεταλλαξογόνος στο σύστημα αυτό. 


Αν και τα περισσότερα πειράματα θα δίνουν σαφώς θε¬ 
τικά ή αρνητικά αποτελέσματα, σε σπάνιες περιπτώσεις 
τα δεδομένα ενδέχεται να μην επιτρέπουν την εξαγωγή 
οριστικού συμπεράσματος σχετικά με τη δραστικότητα 
της υπό δοκιμή ουσίας. Τα αποτελέσματα μπορεί να πα¬ 
ραμένουν διφορούμενα ή αμφισβητήσιμα άσχετα με το 
πόσες φορές θα επαναληφθεί το πείραμα. 

Θετικά αποτελέσματα από την ίη νίίΓΟ δοκιμή χρωμο¬ 
σωμικών εκτροπών δείχνουν ότι η υπό δοκιμή ουσία επά- 
γει δομικές χρωμοσωμικές εκτροπές σε καλλιεργημένα 
σωματικά κύτταρα θηλαστικών. Αρνητικά αποτελέσματα 
δείχνουν ότι, υπό τις συνθήκες της δοκιμής, η υπό δοκιμή 
ουσία δεν επάγει χρωμοσωμικές εκτροπές σε καλλιεργη¬ 
μένα σωματικά κύτταρα θηλαστικών. 

3. ΑΝΑΦΟΡΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

ΕΚΘΕΣΗ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η έκθεση δοκιμής πρέπει να περιλαμβάνει τα ακόλουθα 
στοιχεία: 

Διαλύτης/Φορέας 

• αιτιολόγηση της επιλογής του φορέα, 

• διαλυτότητα και σταθερότητα της υπό δοκιμή ουσίας 
στο διαλύτη/φορέα, εφόσον είναι γνωστές, 

Κύτταρα: 

• τύπο και πηγή των κυττάρων, 

• χαρακτηριστικά καρυοτύπου και καταλληλότητα του 
χρησιμοποιηθέντος τύπου κυττάρων, 

• απουσία μυκοπλάσματος, εφόσον συντρέχει περί¬ 
πτωση, 

• πληροφορίες για τη διάρκειατου κυτταρικού κύκλου, 

• φύλο των δωρητών αίματος, πλήρες αίμα ή διαχωρι¬ 
σμένα λεμφοκύτταρα, χρησιμοποιηθέν μιτωγόνο, 

• αριθμό διελεύσεων, εφόσον συντρέχει περίπτωση, 

• μεθόδους συντήρησης της κυτταρικής καλλιέργειας, 
εφόσον συντρέχει περίπτωση, 

• υποθετικό αριθμό χρωμοσωμάτων. 

Συνθήκες δοκιμής: 

• ταυτότητα της ουσίας αναστολής της μετάφασης, 
συγκέντρωση αυτής και διάρκεια έκθεσης των κυττάρων, 

• αιτιολογία για την επιλογή των συγκεντρώσεων και 
του αριθμού των καλλιεργειών συμπεριλαμβανομένων, 
π.χ. στοιχείων κυτταροτοξικότητας και περιορισμών από 
πλευράς διαλυτότητας, εφόσον συντρέχει περίπτωση, 

• σύσταση του μέσου καλλιέργειας και συγκέντρωση 
002 , εφόσον συντρέχει περίπτωση, 

• συγκέντρωση της υπό δοκιμή ουσίας, 

• όγκο του φορέα καιτηςπροστεθείσας υπό δοκιμή ου¬ 
σίας, 

• θερμοκρασία επωάσεως, 

• χρόνο επωάσεως, 

• διάρκεια της κατεργασίας, 

• πυκνότητα των κυττάρων στην ανακαλλιέργεια, εφό¬ 
σον συντρέχει περίπτωση, 

• τύπο και σύσταση του συστήματος μεταβολικής 
ενεργοποίησης, συμπεριλαμβανομένων και κριτηρίων 
αποδοχής, 

• θετικούς και αρνητικούς μάρτυρες, 

• μεθόδους προετοιμασίας των αντικειμενοφόρων, 

• κριτήρια καταμέτρησης των εκτροπών, 

• αριθμό των αναλυθεισών μεταφάσεων, 

• μεθόδους για τις μετρήσεις τοξικότητας, 

• κριτήρια κατάταξης της δοκιμής ως θετικής, αρνητι¬ 
κής ή διφορούμενης. 
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Αποτελέσματα: 

• σημάδια τοξικότητας, π.χ. βαθμός συρροής, στοιχεία 
κυτταρικού κύκλου, αριθμός κυττάρων, μιτωτικός δεί¬ 
κτης, 

• σημάδια καθίζησης, 

• στοιχεία για το ρΗ και την οσμωμοριακότητα του μέ¬ 
σου κατεργασίας, εφόσον προσδιορίστηκαν, 

• ορισμό των εκτροπών, συμπεριλαμβανομένων των 
χασμάτων, 

• αριθμό κυττάρων με χρωμοσωμικές εκτροπές και τύ¬ 
πο χρωμοσωμικών εκτροπών ξεχωριστά για κάθε κατερ- 
γασθείσα καλλιέργεια και καλλιέργεια-μάρτυρα 

• αλλαγές στην πλοειδία, εφόσον παρατηρήθηκαν, 

• σχέση δόσης-απόκρισης, όπου είναι δυνατό, 

• στατιστικές αναλύσεις, εφόσον υπάρχουν, 

• παράλληλα στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύ- 
της/φορέας) και θετικούς μάρτυρες, 

• ιστορικά στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύτης/φο- 
ρέας) και θετικούς μάρτυρες, με εύρη, μέσες τιμές και τυ¬ 
πικές αποκλίσεις. 
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Παράρτημα 2Β 

Β.11. ΜΕΤΑΛΛΑΞΙΓΕΝΕΣΗ - ΙΝ νΐνθ 
ΔΟΚΙΜΗ ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΩΝ ΕΚΤΡΟΠΩΝ 
ΜΥΕΛΟΥ ΤΩΝ ΟΣΤΩΝ ΣΕ ΘΗΛΑΣΤΙΚΑ 

1. ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος αποτελεί αντιγραφή της ΟΕΟΩ ΤΟ 
475, ΜαπιπιαΙίαη Βοπθ Μαιτονν ΟάΓοπιοεοπίΘ ΑύθίταΙίοη 
Τεεί (1997). 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η ίπ νίνο δοκιμή χρωμοσωμικών εκτροπών σε θηλαστικά 
χρησιμοποιείται για την ανίχνευση δομικών χρωμοσωμι¬ 
κών εκτροπών που προκαλούνται από την υπό δοκιμή ου¬ 
σία στα κύτταρα του μυελού των οστών ζώων, συνήθως 
τρωκτικών (1)(2)(3)(4). Οι δομικές χρωμοσωμικές εκτρο¬ 
πές μπορεί να είναι δύο τύπων, χρωμοσωμικές ή χρωματι- 
δικές. Τυχόν αύξηση στην πολυπλοειδία μπορεί να σημαί¬ 
νει ότι μία χημική ουσία έχειτη δυνατότητα να επάγει αριθ¬ 
μητικές εκτροπές. Τα περισσότερα χημικά μεταλλαξιγόνα 
προκαλούν εκτροπές χρωματιδικού τύπου, απαντώνται 
όμως και εκτροπές χρωμοσωμικού τύπου. Οι χρωμοσωμι¬ 
κές μεταλλάξεις και τα συναφή συμβάντα αποτελούν αίτιο 
πολλών γενετικών ασθενειώντου ανθρώπου και υπάρχουν 
ουσιαστικές ενδείξεις ότι οι χρωμοσωμικές μεταλλάξεις 
και τα συναφή συμβάντα που προκαλούν αλλοιώσεις σε 
ογκογονίδια και ογκογενή αποκαταστατικά γονίδια σωμα¬ 
τικών κυττάρων συνδέονται με την εμφάνιση καρκίνου σε 
ανθρώπους και σε πειραματικά συστήματα. 

Στην παρούσα δοκιμή χρησιμοποιούνται συνήθως τρω¬ 
κτικά. Στη δοκιμή αυτή, ιστός-στόχος είναι ο μυελός των 
οστών επειδή παρουσιάζει έντονη αγγείωση και περιλαμ¬ 
βάνει κύτταρα με ταχύ κυτταρικό κύκλο που μπορούν εύ¬ 
κολα να απομονωθούν και να υποβληθούν σε κατεργασία. 
Τα υπόλοιπα είδη και ιστοί-στόχοι δεν εμπίπτουν στο θέ¬ 
μα της παρούσας μεθόδου. 

Η παρούσα δοκιμή χρωμοσωμικών εκτροπών έχει άμε¬ 
ση σχέση με την εκτίμηση του κινδύνου μεταλλαξιγένε- 
σης δεδομένου ότι επιτρέπει την εξέταση παραγόντων ίη 
νίνο μεταβολισμού, φαρμακοκινητικής και διεργασιών 
επιδιόρθωσης ΩΝΑ αν και οι παράγοντες αυτοί μπορεί να 
διαφέρουν μεταξύ ειδών και μεταξύ ιστών. Η ίη νίνο δοκι¬ 
μή είναι επίσης χρήσιμη για περαιτέρω διερεύνηση τυχόν 
μεταλλαξιγόνου δράσης που εντοπίζεται σε ίη νίίΓΟ δοκι¬ 
μή. 

Εάν υπάρχουν ενδείξεις ότι η υπό δοκιμή ουσία, ή οι 
ενεργοί μεταβολίτες της, δεν φθάνει στον ιστό-στόχο, δεν 
προσφέρεται η χρήση της παρούσας δοκιμής. 

Βλ. επίσης Γενική Εισαγωγή, Μέρος Β. 

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ 

Εκτροπή χρωματιδικού τύπου: δομική χρωμοσωμική 
βλάβη που εμφανίζεται ως ρήξη μεμονωμένων χρωματι- 
δών ή ρήξη και επανένωση μεταξύ χρωματιδών. 

Εκτροπή χρωμοσωμικού τύπου: δομική χρωμοσωμική 
βλάβη που εμφανίζεται ως ρήξη, ή ρήξη και επανένωση, 
και των δύο χρωματιδών στην ίδια θέση. 

Ενδοαναδιπλασιασμός: διεργασία κατά την οποία έπει¬ 
τα από μία 5 φάση αντιγραφής ΩΝΑ, ο πυρήνας δεν υφί- 
σταται μίτωση αλλά ξεκινά μία νέα 3 φάση. Το αποτέλε¬ 
σμα είναι χρωμοσώματα με 4, 8,16,... χρωματίδες. 

Χάσμα: αχρωματική βλάβη μικρότερη από το πλάτος 
μιας χρωματίδης και με ελάχιστη απευθυγράμμιση της ή 
των χρωματιδών. 


Αριθμητική εκτροπή: μεταβολή του αριθμού των χρω¬ 
μοσωμάτων από τον κανονικό χαρακτηριστικό αριθμό 
των χρησιμοποιουμένων κυττάρων. 

Πολυπλοειδία: πολλαπλάσιο του απλοειδούς χρωμο- 
σωμικού αριθμού (η) πέραν του διπλοειδούς αριθμού 
(δηλ. 3η, 4π κ.ο.κ). 

Δομική εκτροπή: μεταβολή της δομής των χρωμοσω¬ 
μάτων που εντοπίζεται με παρατήρηση στο μικροσκόπιο 
του σταδίου της μεταφάσεως της διαίρεσης των κυττά¬ 
ρων και γίνεται αντιληπτή με τη μορφή απαλείψεων και 
θραυσμάτων, ενδοανταλλαγών ή ανταλλαγών. 

1.3 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Τα ζώα εκτίθενται στην υπό δοκιμή ουσία από μία κα¬ 
τάλληλη οδό εκθέσεως και θυσιάζονται σε κατάλληλες 
χρονικές στιγμές μετά την αγωγή. Πριν από τη θυσία, τα 
ζώα υποβάλλονται σε αγωγή με ένα παράγοντα αναστο¬ 
λής μεταφάσεως (π.χ. κολχικίνη ή ΟοΙοοπιιά®). Στη συνέ¬ 
χεια, από τα κύτταρα του μυελού των οστών, παρασκευά¬ 
ζονται χρωμοσωμικά παρασκευάσματα τα οποία χρωμα¬ 
τίζονται και τα μεταφασικά κύτταρα εξετάζονται προς 
εντοπισμό τυχόν χρωμοσωμικών εκτροπών. 

1.4 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

1.4.1 Προετοιμασίες 

1.4.1.1 Επιλογή ζωικών ειδών 

Συνήθως χρησιμοποιούνται επίμυες, ποντικοί και κινέ¬ 
ζικοι κρικητοί, αν και μπορεί να χρησιμοποιηθεί και οποιο- 
δήποτε άλλο κατάλληλο είδος θηλαστικού. Θα πρέπει να 
χρησιμοποιούνται συνήθως χρησιμοποιούμενες εργα¬ 
στηριακές φυλές νεαρών υγιών ενήλικων ζώων. Στην αρ¬ 
χή της δοκιμής, οι διαφορές στα βάρη των ζώων θα πρέ¬ 
πει να είναι ελάχιστες και να μην υπερβαίνουν το ± 20% 
του μέσου βάρους κάθε φύλου. 

1.4.1.2 Συνθήκες στέγασης και διατροφής 

Εφαρμόζονται οι γενικές συνθήκες που αναφέρονται 

στη Γενική Εισαγωγή του Μέρους Β, αν και ο στόχος για 
την υγρασία θα πρέπει να είναι 50-60%. 

1.4.1.3 Προετοιμασία των ζώων 

Υγιή νεαρά ενήλικα ζώα χωρίζονται τυχαία σε ομάδες 
μαρτυρίας και αγωγής. Τα κλουβιά θα πρέπει να διατάσ- 
σονται με τέτοιο τρόπο ώστε να ελαχιστοποιούνται τυχόν 
πιθανές επιδράσεις από τη θέση των κλουβιών. Κάθε ζώο 
παίρνει ξεχωριστή ταυτότητα. Τα ζώα εγκλιματίζονται 
στις εργαστηριακές συνθήκες για πέντε τουλάχιστον 
ημέρες. 

1.4.1.4 Προετοιμασία των δόσεων 

Στερεές υπό δοκιμή ουσίες θα πρέπει να διαλύονται ή 
να τίθενται υπό μορφή εναιωρήματος σε κατάλληλους 
διαλύτες ή φορείς και να αραιώνονται, εφόσον χρειάζε¬ 
ται, πριν να χορηγηθούν στα ζώα. Οι υγρές υπό δοκιμή ου¬ 
σίες μπορούν να χορηγούνται απευθείας ως έχουν ή 
αραιωμένες. Θα πρέπει να χρησιμοποιούνται πρόσφατα 
παρασκευάσματα της υπό δοκιμή ουσίας εκτός κι αν τα 
στοιχεία τα σχετικά με τη σταθερότητα της ουσίας επι¬ 
τρέπουν τη χρήση έτοιμων παρασκευασμάτων. 

1.4.2 Συνθήκες δοκιμής 

1.4.2.1 Διαλύτης/φορέας 

Ο διαλύτης/φορέας δεν θα πρέπει να εμφανίζει τοξική 
δράση στα χρησιμοποιούμενα επίπεδα δόσεων αλλά ού¬ 
τε και να υπάρχουν υπόνοιες για πιθανή χημική αντίδρα¬ 
σή του με την υπό δοκιμή ουσία.. Εφόσον ο χρησιμοποι¬ 
ούμενος διαλύτης/φορέας δεν είναι από τους γνωστούς, 
η χρήση του θα πρέπει να στηρίζεται στην ύπαρξη στοι- 
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χείων που αποδεικνύουν τη συμβατότητά του. Συνιστά- 
ται, εφόσον είναι δυνατό, να εξετάζεται πρώτα αν μπορεί 
να χρησιμοποιηθεί υδατικός διαλύτης/φορέας. 

1.4.2.2 Μάρτυρες 

Σε κάθε δοκιμή θα πρέπει να περιλαμβάνονται παράλ¬ 
ληλα θετικοί και αρνητικοί (διαλύτης ή φορέας) μάρτυρες 
για κάθε φύλο. Με εξαίρεση την αγωγή με την υπό δοκιμή 
ουσία, τα ζώα στις ομάδες μαρτυρίας θα πρέπει να αντι¬ 
μετωπίζονται με τον ίδιο ακριβώς τρόπο με εκείνο των ζώ¬ 
ων στις υποβαλλόμενες σε αγωγή ομάδες. 

Οι θετικοί μάρτυρες θα πρέπει να προκαλούν δομικές 
εκτροπές ίη νίνο σε επίπεδα έκθεσης που αναμένεται να 
δώσουν ανιχνεύσιμη αύξηση πάνω από το βασικό όριο. Οι 
δόσεις των θετικών μαρτύρων θα πρέπει να επιλέγονται 
έτσι ώστε τα αποτελέσματα να είναι σαφή αλλά να μην 
αποκαλύπτουν αμέσως την ταυτότητα των κωδικοποιη- 
μένων αντικειμενοφόρων στον παρατηρητή. Οι θετικοί 
μάρτυρες μπορούν να χορηγούνται και από οδό διαφο¬ 
ρετική από εκείνη της υπό δοκιμή ουσίας και να δειγματί- 
ζονται μόνο μία φορά. Εφόσον υπάρχουν, μπορεί να εξε¬ 
τάζεται η χρήση θετικών μαρτύρων παρόμοιας χημικής 
τάξης. Παραδείγματα ουσιών-θετικών μαρτύρων είναι: 


Ουσία 

Αριθ. €Α8 

Αριθ. ΕΙΝΕΟδ 

Μεθανοσουλφονικός αιθυλεστέρας 

62-50-0 

200-536-7 

Ν-Αιθυλο-Ν- νιτροζουρία 

759-73-9 

212-072-2 

Μιτομυκίνη 0 

50-07-7 

200-008-6 

Κυκλοφωσφ αμίδιο 

50-18-0 

200-015-4 

Μονοένυδρο κυκλοφωσφαμίδιο 

6055-19-2 


Τ ριαιθυλενομελαμίνη 

51-18-3 

200-083-5 


Σε κάθε δειγματοληψία θα πρέπει να περιλαμβάνονται 
και αρνητικοί μάρτυρες, υποβληθέντες σε αγωγή μόνο με 
διαλύτη ή φορέα αλλά με τον ίδιο κατά τα άλλα τρόπο με 
εκείνο των ομάδων της υπό δοκιμή ουσίας, εκτός κι αν 
από προϋπάρχοντα στοιχεία για τους μάρτυρες προκύ¬ 
πτουν αποδεκτές διαφοροποιήσεις και συχνότητες κυτ¬ 
τάρων με χρωμοσωμικές εκτροπές. Εάν για τους αρνητι¬ 
κούς μάρτυρες γίνεται μία μόνο δειγματοληψία, ο καταλ¬ 
ληλότερος χρόνος είναι ο χρόνος της πρώτης 
δειγματοληψίας. Επιπλέον, θα πρέπει να χρησιμοποιού¬ 
νται και μη υποβληθέντες σε αγωγή μάρτυρες εκτός αν 
υπάρχουν ιστορικά ή δημοσιευμένα στοιχεία που αποδει- 
κνύουν ότι ο επιλεγείς διαλύτης/φορέας δεν επιφέρει επι¬ 
βλαβή ή μεταλλαξογόνα αποτελέσματα. 

1.5 ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ 

1.5.1 Αριθμός και φύλο των ζώων 

Κάθε υποβαλλόμενη σε αγωγή ομάδα και ομάδα-μάρ- 
τυρας πρέπει να περιλαμβάνει 5 τουλάχιστον προς εξέ¬ 
ταση ζώα ανά φύλο. Εάν κατάτο χρόνο της δοκιμής υπάρ¬ 
χουν διαθέσιμα δεδομένα από μελέτες στο ίδιο είδος ζώ¬ 
ου με τη ίδια οδό έκθεσης που αποδεικνύουν ότι δεν 
υπάρχουν ουσιαστικές διαφορές στην τοξικότητα μεταξύ 
φύλων, αρκεί τότε η διεξαγωγή δοκιμής σε ένα μόνο φύ¬ 
λο. Στις περιπτώσεις όπου η έκθεση των ανθρώπων στις 
χημικές ουσίες εξαρτάται από το φύλο, όπως π.χ. μπορεί 
να συμβεί στην περίπτωση ορισμένων φαρμακευτικών 
παραγόντων, η δοκιμή θα πρέπει να εκτελείται με ζώα του 
αντίστοιχου φύλου. 

1.5.2 Χρονοδιάγραμμα αγωγής 

Οι υπό δοκιμή ουσίες χορηγούνται κατά προτίμηση με 


εφάπαξ αγωγή. Οι υπό δοκιμή ουσίες μπορούν επίσης να 
χορηγηθούν και διακεκομμένα, δηλ. δύο αγωγές την ίδια 
ημέρα που να μην απέχουν χρονικά περισσότερο από με¬ 
ρικές ώρες, για να διευκολυνθεί η χορήγηση μεγάλης πο¬ 
σότητας ουσίας. Άλλοι τυχόν χρησιμοποιούμενοι τρόποι 
αγωγής θα πρέπει να αιτιολογούνται επιστημονικώς. 

Τα δείγματα θα πρέπει να λαμβάνονται σε δύο διαφο¬ 
ρετικές χρονικές στιγμές μετά την αγωγή της μίας ημέ¬ 
ρας. Για τα τρωκτικά, η πρώτη δειγματοληψία γίνεται σε 
χρόνο που αντιστοιχεί στο 1,5 της κανονικής διάρκειας 
του κυτταρικού κύκλου (οτελευταίος είναι κανονικά 12-18 
ώρες) μετά την αγωγή. Επειδή ο απαιτούμενος χρόνος 
για την πρόσληψη και το μεταβολισμό της υπό δοκιμή ου¬ 
σίας καθώς επίσης και η επίδρασή της στην κινητική του 
κυτταρικού κύκλου μπορεί να επηρεάσει τον άριστο εν- 
δεικνυόμενο χρόνο για την ανίχνευση χρωμοσωμικής 
εκτροπής, συνιστάται να γίνεται μία δεύτερη δειγματολη- 
ψία24ώρες μετά την πρώτη. Εφόσον η χορήγηση της ου¬ 
σίας γίνεται σε χρονικό διάστημα που υπερβαίνει την μία 
ημέρα, η δειγματοληψία θα πρέπει να γίνεται έπειτα από 
χρονικό διάστημα που να αντιστοιχεί στο 1,5 της κανονι¬ 
κής διάρκειας του κυτταρικού κύκλου μετρούμενο από 
την τελική αγωγή. 

Πριν από τη θυσία, σταζώαεγχύεταιενδοπεριτοναϊκώς 
κατάλληλη δόση παράγοντα αναστολής μετάφασης (π.χ. 
ΟοΙοθΠΓΉά® ή κολχικίνη). Σε κατάλληλη μεταγενέστερη 
χρονική στιγμή πραγματοποιείται στα ζώα δειγματολη¬ 
ψία. Γιατους ποντικούς, η καταλληλότερη στιγμή είναι πε¬ 
ρίπου 3-5 ώρες, ενώ για τους κινέζικους κρικητούςτο διά¬ 
στημα αυτό αντιστοιχεί περίπου σε 4-5 ώρες. Συλλέγο- 
νται κύτταρα από το μυελό των οστών και εξετάζονται από 
πλευράς χρωμοσωμικών εκτροπών. 

1.5.3 Επίπεδα δόσεων 

Εάν εκτελεστεί δοκιμή ανεύρεσης εύρους επειδή δεν 
υπάρχουν κατάλληλα διαθέσιμα δεδομένα, αυτή θα πρέ¬ 
πει να εκτελείται στο ίδιο εργαστήριο, με το ίδιο είδος, φυ¬ 
λή, φύλο και τρόπο αγωγής που χρησιμοποιείται στην κύ¬ 
ρια δοκιμή (5). Εφόσον υπάρχει τοξικότητα, για την πρώ¬ 
τη δειγματοληψία χρησιμοποιούνται τρία επίπεδα 
δόσεων. Τα επίπεδα αυτά δόσεων θα πρέπει να καλύ¬ 
πτουν μία περιοχή από τη μέγιστη μέχρι τη χαμηλή ή μη¬ 
δενική τοξικότητα. Γιατη μεταγενέστερη δειγματοληψία, 
χρειάζεται να χρησιμοποιηθεί μόνο η μέγιστη δόση. Η μέ¬ 
γιστη δόση ορίζεται ως η δόση που παρέχει σημεία τοξι- 
κότηταςτέτοια ώστε τυχόν υψηλότερα επίπεδα δόσης, με 
βάση τον ίδιο τρόπο χορήγησης, να αναμένεται φυσιολο¬ 
γικά να οδηγήσουν σε φαινόμενα θνησιμότητας. Ουσίες 
με ειδικές βιολογικές δράσεις σε χαμηλές μη τοξικές δό¬ 
σεις (όπως ορμόνες και μιτωγόνα) μπορεί να αποτελούν 
εξαιρέσεις στα κριτήρια ρύθμισης των δόσεων και θα 
πρέπει να αξιολογούνται κατά περίπτωση. Η μέγιστη δό¬ 
ση μπορεί επίσης να οριστεί και ως η δόση που παρέχει 
ορισμένες ενδείξεις τοξικότητας στο μυελό των οστών 
(π.χ. μεγαλύτερη από 50% μείωση στο μιτωτικό δείκτη). 

1.5.4 Δοκιμή οριακής δόσης 

Εάν μία δοκιμή με ένα επίπεδο δόσης τουλάχιστον 2000 
γπ 9/Ι<9 βάρους σώματος στην οποία χρησιμοποιείται μία 
μόνη αγωγή, ή δύο αγωγές την ίδια μέρα, δεν δώσει ορα¬ 
τά τοξικά αποτελέσματα, και εφόσον δεν αναμένεται η εμ¬ 
φάνιση γονοτοξικότητας με βάση στοιχεία από ουσίες 
σχετικής δομής, τότε μπορεί να κριθεί ως μη αναγκαία η 
εκτέλεση πλήρους μελέτης με τρία επίπεδα δόσης. Σε 
δοκιμές μεγαλύτερης διάρκειας, η οριακή δόση είναι 
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2000 ιτΐ9/1<9 βάρους σώματος/ημέρα για αγωγή μέχρι 14 
ημέρες και 1000 γπ 9/^9 βάρους σώματος/ημέρα για αγω¬ 
γή μεγαλύτερη από 14 ημέρες. Η αναμενόμενη ανθρώπι¬ 
νη έκθεση μπορεί να αποτελέσει ένδειξη ότι πρέπει να 
χρησιμοποιηθεί υψηλότερο επίπεδο δόσης στη δοκιμή 
οριακής δόσης. 

1.5.5 Χορήγηση των δόσεων 

Η υπό δοκιμή ουσία χορηγείται συνήθως με διασωλή¬ 
νωση χρησιμοποιώντας στομαχικό σωλήνα ή κατάλληλο 
σωλήνα διασωλήνωσης ή με ενδοπεριτοναϊκή έγχυση. 
Μπορούν να χρησιμοποιηθούν και άλλες οδοί έκθεσης 
εφόσον μπορούν να αιτιολογηθούν. Ο μέγιστος όγκος 
υγρού που μπορεί να χορηγηθεί με διασωλήνωση ή έγχυ¬ 
ση εφάπαξ εξαρτάται από το μέγεθος του πειραματόζω¬ 
ου. Ο όγκος δεν θα πρέπει να υπερβαίνει τα 2 πι 1/100ρ βά¬ 
ρους σώματος. Αν χρησιμοποιηθούν μεγαλύτεροι όγκοι, 
αυτό πρέπει να αιτιολογείται. Με εξαίρεση τις ερεθιστικές 
ή διαβρωτικές ουσίες οι οποίες κανονικά εμφανίζουν 
εντονότερα αποτελέσματα σε υψηλότερες συγκεντρώ¬ 
σεις, οι διαφοροποιήσεις στον όγκο θα πρέπει να ελαχι¬ 
στοποιούνται προσαρμόζοντας τη συγκέντρωση ώστε να 
διασφαλίζεται σταθερός όγκος σε όλα τα επίπεδα δόσε¬ 
ων. 

1.5.6 Προετοιμασία των χρωμοσωμάτων 

Αμέσως μετά τη θυσία λαμβάνεται μυελός των οστών, 
εκτίθεται σε υπότονο διάλυμα και στερεώνεται. Τα κύττα¬ 
ρα κατόπιν απλώνονται σε αντικειμενοφόρους πλάκες και 
χρωματίζονται. 

1.5.7 Ανάλυση 

Θα πρέπει να προσδιορίζεται ο μιτωτικός δείκτης ως 
μέτρο της κυτταροτοξικότητας σε 1000 τουλάχιστον κύτ¬ 
ταρα ανά ζώο για όλα τα υποβληθέντα σε αγωγή ζώα (συ¬ 
μπεριλαμβανομένων και των θετικών μαρτύρων) και τα μη 
υποβληθέντα σε αγωγή ζώα-αρνητικούς μάρτυρες. 

Γ ια κάθε ζώο θα πρέπει να εξετάζονται τουλάχιστον 100 
κύτταρα. Ο αριθμός αυτός μπορεί να μειωθεί όταν παρα- 
τηρείται υψηλός αριθμός εκτροπών. Όλες οι αντικειμε- 
νοφόροι, συμπεριλαμβανομένων και εκείνων των θετικών 
και αρνητικών μαρτύρων, θα πρέπει να λαμβάνουν έναν 
ανεξάρτητο κωδικό πριν από την εξέταση στο μικροσκό¬ 
πιο. Επειδή οι διαδικασίες προετοιμασίας των αντικειμε- 
νοφόρων απολήγουν συχνά στη ρήξη ενός ποσοστού με- 
ταφάσεων με απώλεια χρωμοσωμάτων, τα καταμετρού¬ 
μενα κύτταρα θα πρέπει συνεπώς να περιέχουν έναν 
αριθμό κεντρομεριδίων ίσο με τον αριθμό 2π ± 2. 

2. ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Θα πρέπει να παρουσιάζονται με μορφή πίνακα επιμέ- 
ρους στοιχεία για τα ζώα. Η πειραματική μονάδα είναι το 
ζώο. Για κάθε ζώο θα πρέπει να εκτιμάται ο αριθμός των 
καταμετρηθέντων κυττάρων, ο αριθμός των εκτροπών 
ανά κύτταρο και το ποσοστό των κυττάρων με δομική ή 
δομικές χρωμοσωμικές εκτροπές. Οι διάφοροι τύποι δο¬ 
μικών χρωμοσωμικών εκτροπών θα πρέπει να καταγρά¬ 
φονται με τον αριθμό και τη συχνότητά τους στις υποβλη- 
θείσες σε αγωγή ομάδες και τις ομάδες-μάρτυρες. Ταχά- 
σματα καταγράφονται ξεχωριστά και περιλαμβάνονται 
στην έκθεση, γενικά όμως δεν περιλαμβάνονται στη συ¬ 
νολική συχνότητα εκτροπών. Εφόσον δεν υπάρχουν εν¬ 
δείξεις διαφοράς αποκρίσεως ανάλογα με το φύλο, τα δε¬ 
δομένα από τα δύο φύλα μπορούν να συνδυάζονται για 
στατιστική ανάλυση. 


2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ¬ 
ΤΩΝ 

Γ ια να θεωρηθεί ένα αποτέλεσμα ως θετικό υπάρχουν 
διάφορα κριτήρια όπως η σχετιζόμενη με τη δόση αύξη¬ 
ση στο σχετικό αριθμό κυττάρων με χρωμοσωμικές 
εκτροπές ή η σαφής αύξηση στον αριθμό των κυττάρων 
με εκτροπές σε ομάδα μίας μόνης δόσης σε μία μόνη δειγ¬ 
ματοληψία. Πρώτα θα πρέπει να εξετάζεται η βιολογική 
σχετικότητα των αποτελεσμάτων. Ως βοήθημα στην αξιο¬ 
λόγηση των αποτελεσμάτων των δοκιμών μπορούν να 
χρησιμοποιούνται και στατιστικές μέθοδοι (6). Σε μία θε¬ 
τική απόκριση δεν θα πρέπει ως μοναδικός αποφασιστι¬ 
κός παράγοντας να λαμβάνεται η στατιστική σημαντικό- 
τητα. Τυχόν διφορούμενα αποτελέσματα θα πρέπει να 
διασαφηνίζονται με περαιτέρω δοκιμές, τροποποιώντας, 
κατά προτίμηση, τις πειραματικές συνθήκες. 

Τυχόν αύξηση στην πολυπλοειδία μπορεί να σημαίνει 
ότι η υπό δοκιμή ουσία μπορεί να επάγει αριθμητικές χρω¬ 
μοσωμικές εκτροπές. Τυχόν αύξηση στον ενδοαναδιπλα- 
σιασμό μπορεί να σημαίνει ότι η υπό δοκιμή ουσία μπορεί 
να παρεμποδίζει την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου (7) 
( 8 ). 

Εφόσον τα αποτελέσματα για μία υπό δοκιμή ουσία δεν 
πληρούν τα ανωτέρω κριτήρια, η ουσία αυτή θεωρείται 
ως μη μεταλλαξιγόνος στη δοκιμή αυτή. 

Αν και τα περισσότερα πειράματα θα δίνου ν σαφώς θε¬ 
τικά ή αρνητικά αποτελέσματα, σε σπάνιες περιπτώσεις 
τα δεδομένα ενδέχεται να μην επιτρέπουν τη εξαγωγή 
οριστικού συμπεράσματος σχετικά με τη δραστικότητα 
της υπό δοκιμή ουσίας. Τα αποτελέσματα μπορεί να πα¬ 
ραμένουν διφορούμενα ή αμφισβητήσιμα άσχετα με το 
πόσες φορές θα επαναληφθεί το πείραμα. 

Θετικά αποτελέσματα από την ίπ νίνο δοκιμή χρωμο¬ 
σωμικών εκτροπών δείχνουν ότι η υπό δοκιμή ουσία επά- 
γει χρωμοσωμικές εκτροπές στο μυελό των οστών των 
εξετασθέντων ειδών. Αρνητικά αποτελέσματα δείχνουν 
ότι, υπότις συνθήκες της δοκιμής, η υπό δοκιμή ουσία δεν 
επάγει χρωμοσωμικές εκτροπές στο μυελό των οστών 
των εξετασθέντων ειδών. 

Θα πρέπει να εξετάζεται η πιθανότητα πρόσβασης της 
υπό δοκιμή ουσίας ή των μεταβολιτών της στη γενική κυ¬ 
κλοφορία ή ειδικότερα στον ιστό στόχο (π.χ. συστεμική 
τοξικότητα). 

3. ΑΝΑΦΟΡΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

ΕΚΘΕΣΗ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η έκθεση δοκιμής πρέπει να περιλαμβάνει τα ακόλου¬ 
θα στοιχεία: 

Διαλύτης/Φορέας 

• αιτιολόγηση της επιλογής του φορέα, 

• διαλυτότητα και σταθερότητα της υπό δοκιμή ουσίας 
στο διαλύτη/φορές, εφόσον είναι γνωστές, 

Εξετασθέντα ζώα: 

• χρησιμοποιηθέν είδος/φυλή, 

• αριθμό, ηλικία και φύλο των ζώων, 

• πηγή, συνθήκες στέγασης, δίαιτα, κλπ, 

• βάρος των μεμονωμένων ζώων στην έναρξη της δοκι¬ 
μής, συμπεριλαμβανομένου του εύρους των βαρών σώ¬ 
ματος, της μέσης τιμής και της τυπικής απόκλισης για κά¬ 
θε ομάδα. 

Συνθήκες δοκιμής: 

• θετικούς και αρνητικούς (φορέας/διαλύτης) μάρτυ¬ 
ρες. 

• στοιχεία από τη μελέτη του εύρους, εφόσον έγινε, 
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• αιτιολογία της επιλογής του επιπέδου δόσεως, 

• λεπτομέρειες για την προετοιμασία της υπό δοκιμή 
ουσίας, 

• λεπτομέρειες για τη χορήγηση της υπό δοκιμή ου¬ 
σίας, 

• αιτιολογία της χρησιμοποιηθείσας οδού χορήγησης, 

• μεθόδους επαλήθευσης του ότι η υπό δοκιμή ουσία 
έφθασε στη γενική κυκλοφορία ή στον ιστό στόχο, εφό¬ 
σον συντρέχει περίπτωση, 

• μετατροπή της συγκέντρωσης (ρρπι) της υπό δοκιμή 
ουσίας στη δίαιτα/πόσιμο νερό στην πραγματική δόση 
(πιςι/Κρ βάρους σώματος/ημέρα), εφόσον χρειάζεται, 

• στοιχεία για την ποιότητα της τροφής και του νερού, 

• λεπτομερή περιγραφή των σχημάτων αγωγής και 
δειγματοληψίας, 

• μεθόδους για τις μετρήσεις της τοξικότητας, 

• ταυτότητα της ουσίας αναστολής της μετάφασης, 
συγκέντρωση αυτής και διάρκεια της αγωγής, 

• μεθόδους προετοιμασίας αντικειμενοφόρων, 

• κριτήρια καταμέτρησης των εκτροπών, 

• αριθμό εξετασθέντων κυττάρων ανά ζώο, 

• κριτήρια κατάταξης της δοκιμής ως θετικής, αρνητι¬ 
κής ή διφορούμενης. 

Αποτελέσματα: 

• σημάδια τοξικότητας, 

• μιτωτικό δείκτη, 

• τύπο και αριθμό εκτροπών ξεχωριστά για κάθε ζώο, 

• ολικό αριθμό εκτροπών ανά ομάδα με μέσες τιμές και 
τυπικές αποκλίσεις, 

• αριθμό κυττάρων με εκτροπές ανά ομάδα με μέσες τι¬ 
μές και τυπικές αποκλίσεις, 

• αλλαγές στην πλοειδία, εφόσον παρατηρήθηκαν, 

• σχέση δόσης-απόκρισης, όπου είναι δυνατό, 

• στατιστικές αναλύσεις, εφόσον υπάρχουν, 

• τα παράλληλα στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύ- 
της/φορέας) μάρτυρες, 

• ιστορικά στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύτης/φο- 
ρέας) μάρτυρες, με εύρη, μέσες τιμές και τυπικές απο¬ 
κλίσεις, 

• τα παράλληλα στοιχεία για τους θετικούς μάρτυρες. 

Εξέταση των αποτελεσμάτων. 

Συμπεράσματα. 
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Παράρτημα 2Γ 

Β. 12 . ΜΕΤΑΛΛΑΞΙΓΕΝΕΣΗ - ΙΝ νΐνθ ΔΟΚΙΜΗ 

ΜΙΚΡΟΠΥΡΗΝΩΝ ΕΡΥΘΡΟΚΥΤΤΑΡΩΝ ΘΗΛΑΣΤΙΚΩΝ 

1. ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος αποτελεί αντιγραφή της ΟΕΘΩ ΤΟ 
474, ΜθΐΊηπίθΝαη ΕΓγΙίίΓοογίθ ΜίοΓοηυαΙθυδΤθδΙ (1997). 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η ίη νίνο δοκιμή μικροπυρήνων σε θηλαστικά χρησιμο¬ 
ποιείται για την ανίχνευση βλάβης προκαλούμενης από 
την υπό δοκιμή ουσία στα χρωμοσώματα ή τη μιτωτική συ¬ 
σκευή ερυθροβλαστών με εξέταση ερυθροκυττάρων 
λαμβανομένων από το μυελό των οστών και/ή περιφερικά 
αιμοκύτταρα ζώων, συνήθως τρωκτικών. 

Σκοπός της δοκιμής μικροπυρήνων είναι η αναγνώριση 
ουσιών που προκαλούν κυτταρογενετική βλάβη που απο¬ 
λήγει στο σχηματισμό μικροπυρήνων που περιέχουν λαν- 
θάνοντα χρωμοσωμικά θραύσματα ή ολόκληρα χρωμο¬ 
σώματα. 

Όταν ένας ερυθροβλάστης μυελού των οστών αναπτυ¬ 
χθεί σε πολυχρωμικό ερυθροκύτταρο, ο κύριος πυρήνας 
εκβάλλεται και οι μικροπυρήνες που έχουν σχηματιστεί 
μπορεί να παραμείνουν πίσω στο άλλως απύρηνο κυττα¬ 
ρόπλασμα. Η παρατήρηση των μικροπυρήνων διευκολύ¬ 
νεται στα κύτταρα αυτά επειδή δεν έχουν κύριο πυρήνα. 
Τυχόν αύξηση στη συχνότητα των περιεχόντων μικροπυ- 
ρήνες πολυχρωμικών ερυθροκυττάρων στα ζώα που 
έχουν υποβληθεί σε αγωγή αποτελεί ένδειξη προκληθεί- 
σας χρωμοσωμικής βλάβης. 

Στη δοκιμή αυτή χρησιμοποιείται συνήθως μυελός των 
οστών τρωκτικών επειδή στον ιστό αυτό παράγονται πο- 
λυχρωμικά ερυθροκύτταρα. Εξ ίσου αποδεκτή είναι και η 
μέτρηση φερόντων μικροπυρήνες άωρων (πολυχρωμι¬ 
κών) ερυθροκυττάρων στο περιφερικό αίμα σε οποιοδή- 
ποτε είδος στο οποίο έχει καταδειχθεί ότι ο σπλήνας δεν 
μπορεί να απομακρύνει ερυθροκύτταρα που φέρουν μι- 
κροπυρήνες ή το οποίο εμφανίζει ικανή ευαισθησία στην 
ανίχνευση παραγόντων που προκαλούν δομικές ή αριθ¬ 
μητικές χρωμοσωμικές εκτροπές. Οι μικροπυρήνες μπο¬ 
ρούν να διακριθούν με βάση ορισμένα κριτήρια. Στα κρι¬ 
τήρια αυτά περιλαμβάνεται ο εντοπισμός της παρουσίας 
ή απουσίας ΩΝΑ κινητοχώρου ή κεντρομεριδίου στους μι- 
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κροπυρήνες. Βασικό τελικό σημείο είναι η εύρεση της συ¬ 
χνότητας των φερόντων μικροπυρήνες άωρων (πολυ- 
χρωμικών) ερυθροκυττάρων. Ως βασικό τελικό σημείο 
της δοκιμής μπορεί να χρησιμοποιηθεί και η εύρεση του 
αριθμού των ώριμων (ορθοχρωμικών) ερυθροκυττάρων 
στο περιφερικό αίμα που περιέχουν μικροπυρήνες μετα¬ 
ξύ ενός δεδομένου αριθμού ώριμων ερυθροκυττάρων 
όταν τα ζώα υποβάλλονται σε αγωγή συνεχώς επί 4 εβδο¬ 
μάδες ή και περισσότερο. 

Αυτή η ίπ νίνο δοκιμή μικροπυρήνων στα θηλαστικά έχει 
άμεση σχέση με την εκτίμηση του κινδύνου μεταλλαξιγέ- 
νεσης δεδομένου ότι επιτρέπει την εξέταση παραγόντων 
του ίπ νίνο μεταβολισμού, της φαρμακοκινητικής και των 
διεργασιών επιδιόρθωσης ϋΝΑ αν και αυτοί μπορεί να 
ποικίλλουν ανάλογα με το είδος, ανάλογα με τον ιστό και 
ανάλογα με τα γενετικά τελικά σημεία. Οι ίπ νίνο δοκιμές 
είναι επίσης χρήσιμες για την περαιτέρω διερεύνηση της 
μεταλλαξιγενούς δράσης που ανιχνεύεται από ένα ίπ νίίΓΟ 
σύστημα. 

Εάν υπάρχουν ενδείξεις ότι η υπό δοκιμή ουσία, ή ο 
ενεργός μεταβολίτης της, δεν θα φθάσει στον ιστό στόχο, 
δεν προσφέρεται η χρήση της παρούσας δοκιμής. 

Βλ. επίσης Γενική Εισαγωγή Μέρος Β. 

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ 

Κεντρομερίδιο (Κινητοχώρος): Περιοχή ή περιοχές 
ενός χρωμοσώματος με τις οποίες τα ινίδια της ατράκτου 
ενώνονται κατά τη διάρκεια της διαίρεσης του κυττάρου 
δίνοντας τη δυνατότητα μεθοδευμένης κίνησης των θυ¬ 
γατρικών χρωμοσωμάτων προς τους πόλους των θυγα¬ 
τρικών κυττάρων. 

Μικροπυρήνες: Μικροί πυρήνες, διάκριτοι και επιπλέον 
των κύριων πυρήνων των κυττάρων, που παράγονται κα¬ 
τά τη διάρκεια της τελόφασης της μίτωσης (μείωση) από 
λανθάνοντα χρωμοσωμικά θραύσματα ή ολόκληρα χρω¬ 
μοσώματα. 

Ορθοχρωμικό ερυθροκύτταρο: Ώριμο ερυθροκύττα- 
ρο χωρίς ριβοσώματα που διακρίνεται από τα άωρα, πο- 
λυχρωμικά ερυθροκύτταρα μέσω επιλεκτικών για τα ρι¬ 
βοσώματα χρώσεων. 

Πολυχρωμικό ερυθροκύτταρο: Άωρο ερυθροκύτταρο, 
σε ενδιάμεσο στάδιο ανάπτυξης, που περιέχει ακόμη ρι¬ 
βοσώματα και συνεπώς μπορεί να διακριθεί από τα ώρι¬ 
μα, ορθοχρωμικό ερυθροκύτταρα με χρώσεις ειδικές για 
τα ριβοσώματα. 

1.3 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 

Τα ζώα εκτίθενται στην υπό δοκιμή ουσία μέσω κατάλ¬ 
ληλης οδού χορήγησης. Εφόσον χρησιμοποιείται μυελός 
των οστών, τα ζώα θυσιάζονται σε κατάλληλες χρονικές 
στιγμές μετά την αγωγή, εξάγεται ο μυελός των οστών και 
στη συνέχεια τα λαμβανόμενα παρασκευάσματα χρωματί¬ 
ζονται (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7). Όταν χρησιμοποιείται περιφε¬ 
ρικό αίμα, το αίμα συλλέγεται σε κατάλληλες χρονικές 
στιγμές μετά την αγωγή και τα λαμβανόμενα παρασκευά¬ 
σματα επίστρωσης χρωματίζονται (4) (8) (9) (10). Στις δοκι¬ 
μές με περιφερικό αίμα θα πρέπει να μεσολαβεί όσο το δυ¬ 
νατό λιγότερος χρόνος μεταξύ της τελευταίας έκθεσης και 
της συλλογής των κυττάρων. Τα παρασκευάσματα εξετά¬ 
ζονται για να διαπιστωθεί η παρουσία ή μη μικροπυρήνων. 

1.4 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

1.4.1 Προετοιμασίες 

1.4.1.1 Επιλογή ζωικών ειδών 

Εφόσον για τη δοκιμή χρησιμοποιείται μυελός των 
οστών, συνιστάται η χρήση ποντικών ή επίμυων αν και 


μπορεί να χρησιμοποιηθεί οποιοδήποτε κατάλληλο είδος 
θηλαστικού. Όταν χρησιμοποιείται περιφερικό αίμα, συ- 
νιστάται η χρήση ποντικών. Εντούτοις, μπορεί να χρησι¬ 
μοποιηθεί οποιοδήποτε κατάλληλο είδος θηλαστικού υπό 
την προϋπόθεση ότι είναι είδος στο οποίο ο σπλήνας δεν 
απομακρύνει τα φέροντα μικροπυρήνες ερυθροκύτταρα 
ή είδος που εμφανίζει ικανή ευαισθησία στην ανίχνευση 
παραγόντων που προκαλούν δομικές ή αριθμητικές χρω- 
μοσωμικές εκτροπές. Μπορούν να χρησιμοποιηθούν συ¬ 
νήθως χρησιμοποιούμενες εργαστηριακές φυλές νεα¬ 
ρών υγιών ζώων. Στην αρχή της δοκιμής, η διαφοροποίη¬ 
ση στα βάρη των ζώων θα πρέπει να είναι ελάχιστη και να 
μην υπερβαίνει το ±20% του μέσου βάρους κάθε φύλου. 

1.4.1.2 Συνθήκες στέγασης και διατροφής 

Εφαρμόζονται οι γενικές συνθήκες που αναφέρονται 

στη Γενική Εισαγωγή του Μέρους Β, αν και ο στόχος για 
την υγρασία θα πρέπει να είναι 50-60%. 

1.4.1.3 Προετοιμασία των ζώων 

Υγιή νεαρά ενήλικα ζώα χωρίζονται τυχαία σε ομάδες- 
μάρτυρες και αγωγής. Σε κάθε ζώο δίνεται μία ξεχωριστή 
ταυτότητα. Τα ζώα εγκλιματίζονται στις εργαστηριακές 
συνθήκες για πέντε τουλάχιστον ημέρες Τα κλουβιά θα 
πρέπει να διατάσσονται με τέτοιο τρόπο ώστε να ελαχι¬ 
στοποιούνται τυχόν πιθανές επιδράσεις από τη θέση των 
κλουβιών. 

1.4.1.4 Προετοιμασία των δόσεων 

Στερεές υπό δοκιμή ουσίες θα πρέπει να διαλύονται ή 
να τίθενται υπό μορφή εναιωρήματος σε κατάλληλους 
διαλύτες ή φορείς και να αραιώνονται, εφόσον χρειάζε¬ 
ται, πριν να χορηγηθούν στα ζώα. Οι υγρές υπό δοκιμή ου¬ 
σίες μπορούν να χορηγούνται απευθείας ως έχουν ή 
αραιωμένες πριν από τη χορήγηση. Θα πρέπει να χρησι- 
μοποιούνται πρόσφατα παρασκευάσματα της υπό δοκιμή 
ουσίας εκτός κι αν στοιχεία που υπάρχουν σχετικά με τη 
σταθερότητα της ουσίας επιτρέπουν τη χρήση έτοιμων 
παρασκευασμάτων. 

1.4.2 Συνθήκες δοκιμής 

1.4.2.1 Διαλύτης/φορέας 

Ο διαλύτης/φορέας δεν θα πρέπει να εμφανίζει τοξική 
δράση στα χρησιμοποιούμενα επίπεδα δόσεων αλλά ού¬ 
τε και να υπάρχουν υπόνοιες για πιθανή χημική αντίδρα¬ 
σή του με την υπό δοκιμή ουσία. Εφόσον ο χρησιμοποι¬ 
ούμενος διαλύτης/φορέας δεν είναι από τους γνωστούς, 
η χρήση του θα πρέπει να στηρίζεται στην ύπαρξη στοι¬ 
χείων που αποδεικνύουν τη συμβατότητά του. Συνιστά- 
ται, εφόσον είναι δυνατό, να εξετάζεται πρώτα αν μπορεί 
να χρησιμοποιηθεί υδατικός διαλύτης/φορέας. 

1.4.2.2 Μάρτυρες 

Σε κάθε δοκιμή θα πρέπει να περιλαμβάνονται παράλ¬ 
ληλα θετικοί και αρνητικοί (φορέας/διαλύτης) μάρτυρες 
για κάθε φύλο. Με εξαίρεση την αγωγή με την υπό δοκιμή 
ουσία, τα ζώα στις ομάδες-μάρτυρες θα πρέπει να αντι¬ 
μετωπίζονται με τον ίδιο ακριβώς τρόπο με εκείνο των ζώ¬ 
ων που ανήκουν στις ομάδες αγωγής. 

Οι θετικοί μάρτυρες θα πρέπει να παράγουν μικροπυ- 
ρήνες ίπ νίνο σε επίπεδα έκθεσης που αναμένεται να δώ¬ 
σουν ανιχνεύσιμη αύξηση πάνω από το βασικό όριο. Οι 
δόσεις των θετικών μαρτύρων θα πρέπει να επιλέγονται 
έτσι ώστε τα αποτελέσματα να είναι σαφή αλλά να μην 
αποκαλύπτουν αμέσως την ταυτότητα των κωδικοποιη- 
μένων αντικειμενοφόρων στον παρατηρητή. Οι θετικοί 
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μάρτυρες μπορούν να χορηγούνται και από οδό διαφο¬ 
ρετική από εκείνη της υπό δοκιμή ουσίας και να δειγματί- 
ζονται μόνο μία φορά. Εφόσον υπάρχουν, μπορεί να εξε- 
τασθεί η χρήση θετικών μαρτύρων παρόμοιας χη μικής τά¬ 
ξης. Παραδείγματα ουσιών-θετικών μαρτύρων είναι: 


Ουσία 

Αριθ. ΟΑ8 

Αριθ. ΕΙΝΕΟδ 

Μεθανοσουλφονικός αιθυλεστέρας 

62-50-0 

200-536-7 

Ν-Αιθυλο-Ν- νιτροζουρία 

759-73-9 

212-072-2 

Μιτομυκίνη 0 

50-07-7 

200-008-6 

Κυκλοφωσφαμίδιο 

50-18-0 

200-015-4 

Μονοένυδρο κυκλοφωσφαμίδιο 

6055-19-2 


Τ ρ ιαιθυλενο μελαμίνη 

51-18-3 

200-083-5 


Για κάθε δειγματοληψία θα πρέπει να περιλαμβάνονται 
και αρνητικοί μάρτυρες, μόνο με διαλύτη ή φορέα, αλλά 
υποβληθέντες στην ίδια κατά τα άλλα αγωγή με εκείνη 
των ομάδων της υπό δοκιμή ουσίας, εκτός κι αν από προ- 
ϋπάρχοντα στοιχεία για τους μάρτυρες προκύπτουν απο¬ 
δεκτές διαφοροποιήσεις και συχνότητες κυττάρων με μι- 
κροπυρήνες μεταξύ των ζώων. Εάν για τους αρνητικούς 
μάρτυρες γίνεται μία μόνο δειγματοληψία, ο καταλληλό¬ 
τερος χρόνος είναι ο χρόνος της πρώτης δειγματολη¬ 
ψίας. Επιπλέον, θα πρέπει να χρησιμοποιούνται και μη 
υποβληθέντες σε αγωγή μάρτυρες εκτός αν υπάρχουν 
ιστορικά ή δημοσιευμένα στοιχεία που αποδεικνύουν ότι 
ο επιλεγείς διαλύτης/φορέας δεν επιφέρει επιβλαβή ή με- 
ταλλαξιγόνα αποτελέσματα. 

Εφόσον χρησιμοποιείται περιφερικό αίμα, μπορεί επί¬ 
σης να γίνει αποδεκτό ως παράλληλος αρνητικός μάρτυ¬ 
ρας και ένα δείγμα προ-αγωγής, αλλά μόνο στις βραχυ¬ 
χρόνιες δοκιμές με περιφερικό αίμα (π.χ., 1-3 αγωγές) 
όταν τα προκύπτοντα στοιχεία ευρίσκονται στην αναμε¬ 
νόμενη βάσει ιστορικού περιοχή για το μάρτυρα. 

1.5 ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ 

1.5.1 Αριθμός και φύλο των ζώων 

Κάθε υποβαλλόμενη σε αγωγή ομάδα και ομάδα-μάρτυ- 
ρας πρέπει να περιλαμβάνει 5 τουλάχιστον ζώα ανά φύλο 
(11). Εάν κατά το χρόνο της δοκιμής υπάρχουν διαθέσιμα 
δεδομένα από μελέτες στο ίδιο είδος ζώου με την ίδια οδό 
έκθεσης που αποδεικνύουν ότι δεν υπάρχουν ουσιαστικές 
διαφορές στην τοξικότητα μεταξύ φύλων, αρκεί τότε η διε¬ 
ξαγωγή δοκιμής σε ένα μόνο φύλο. Στις περιπτώσεις όπου 
η έκθεση των ανθρώπων στις χημικές ουσίες εξαρτάται 
από το φύλο, όπως π.χ. μπορεί να συμβεί στην περίπτωση 
ορισμένων φαρμακευτικών παραγόντων, η δοκιμή θα πρέ¬ 
πει να εκτελείται σε ζώα του αντίστοιχου φύλου. 

1.5.2 Χρονοδιάγραμμα αγωγής 

Δεν μπορεί να προταθεί κανένα τυποποιημένο χρονο¬ 
διάγραμμα αγωγής (δηλ. 1,2 ή περισσότερες αγωγές σε 
διαστήματα 24 ό). Τα δείγματα από παρατεταμένες δο- 
σολογικές αγωγές είναι αποδεκτά εφόσον υπάρχει απο¬ 
δεδειγμένο θετικό αποτέλεσμα στη δοκιμή αυτή ή, στην 
περίπτωση αρνητικής δοκιμής, εφόσον έχει αποδειχθεί η 
ύπαρξη τοξικότητας ή έχει χρησιμοποιηθεί η οριακή δόση 
και η χορήγηση συνεχίστηκε μέχρι τη στιγμή της δειγμα¬ 
τοληψίας. Οι υπό δοκιμή ουσίες μπορούν επίσης να χο¬ 
ρηγηθούν και σε διακεκομμένη δοσολογία, δηλ. δύο αγω¬ 
γές την ίδια ημέρα που να μην απέχουν χρονικά περισσό¬ 
τερο από λίγες ώρες, για να διευκολυνθεί η χορήγηση 
μεγάλης ποσότητας ουσίας. 


Η δοκιμή μπορεί να εκτελεστεί με δύο τρόπους: 

(α) Τα ζώα υποβάλλονται σε εφάπαξ αγωγή με την υπό 
δοκιμή ουσία. Στην περίπτωση του μυελού των οστών λαμ- 
βάνονται δείγματα τουλάχιστον δύο φορές, ξεκινώντας το 
νωρίτερο 24 ώρες μετά την αγωγή, αλλά μην υπερβαίνο- 
ντας τις 48 ώρες από την αγωγή με κατάλληλα διαστήματα 
μεταξύ των δειγμάτων. Τυχόν λήψη δείγματος πριν από την 
παρέλευση 24 ωρών μετά την αγωγή θα πρέπει να αιτιολο¬ 
γείται. Στην περίπτωση του περιφερικού αίματος λαμβάνο- 
νται δείγματα τουλάχιστον δύο φορές, ξεκινώντας το νω¬ 
ρίτερο 36 ώρες μετά την αγωγή και αφήνοντας να περάσει 
κατάλληλο χρονικό διάστημα από την πρώτη δειγματολη¬ 
ψία για τη λήψη των επομένων αλλά όχι αργότερα από τις 
72 ώρες. Εφόσον σε μία δειγματοληψία εντοπιστεί θετική 
απόκριση, δεν απαιτείται η λήψη άλλου δείγματος. 

(β) Εφόσον γίνουν 2 ή περισσότερες ημερήσιες αγωγές 
(π.χ. δύο ή περισσότερες αγωγές σε διάστημα 24 ωρών), 
θα πρέπει να γίνει μία μόνο δειγματοληψία στο χρονικό 
διάστημα μεταξύ 18 και 24 ωρών μετά την τελική αγωγή 
για το μυελό των οστών και μία πάλι δειγματοληψία στο 
χρονικό διάστημα μεταξύ 36 και 48 ωρών από την τελική 
αγωγή για το περιφερικό αίμα (12). 

Μπορούν να χρησιμοποιηθούν επιπροσθέτως και άλλοι 
χρόνοι δειγματοληψίας, όταν χρειάζεται. 

1.5.3 Επίπεδα δόσεων 

Εάν εκτελεστεί δοκιμή ανεύρεσης εύρους επειδή δεν 
υπάρχουν κατάλληλα διαθέσιμα δεδομένα, αυτή θα πρέ¬ 
πει να εκτελείται στο ίδιο εργαστήριο, με το ίδιο είδος, φυ¬ 
λή, φύλο καιτρόπο αγωγής που χρησιμοποιείται στην κύ¬ 
ρια δοκιμή (13). Εφόσον υπάρχει τοξικότητα, για την πρώ¬ 
τη δειγματοληψία χρησιμοποιούνται τρία επίπεδα 
δόσεων. Τα επίπεδα αυτά δόσεων θα πρέπει να καλύ¬ 
πτουν μία περιοχή από τη μέγιστη μέχρι χαμηλή ή μηδενι¬ 
κή τοξικότητα. Στη μεταγενέστερη δειγματοληψία, χρειά¬ 
ζεται να χρησιμοποιηθεί μόνο η μέγιστη δόση. Η μέγιστη 
δόση ορίζεται ως η δόση που παρέχει σημεία τοξικότητας 
τέτοια ώστετυχόν υψηλότερα επίπεδα δόσης, με βάση το 
ίδιο δοσολογικό καθεστώς, να αναμένεται φυσιολογικά 
να οδηγήσουν σε φαινόμενα θνησιμότητας. Ουσίες με ει¬ 
δικές βιολογικές δράσεις σε χαμηλές μη τοξικές δόσεις 
(όπως ορμόνες και μιτωγόνα) μπορεί να αποτελούν εξαι¬ 
ρέσεις στα κριτήρια ρύθμισης των δόσεων και θα πρέπει 
να αξιολογούνται κατά περίπτωση.Η μέγιστη δόση μπο¬ 
ρεί επίσης να οριστεί και ως η δόση που παρέχει ενδείξεις 
τοξικότητας στο μυελό των οστών (π.χ. μείωση στο ποσο¬ 
στό άωρων ερυθροκυττάρων μεταξύ πλήρωνερυθροκυτ- 
τάρων στο μυελό των οστών ή το περιφερικό αίμα). 

1.5.4 Δοκιμή οριακής δόσης 

Εάν μία δοκιμή με ένα επίπεδο δόσης τουλάχιστον 2000 
πΐ 9 /Ι <9 βάρους σώματος στην οποία εφαρμόζεται μία μό¬ 
νη αγωγή, ή δύο αγωγές την ίδια μέρα, δεν δώσει ορατά 
τοξικά αποτελέσματα, και εφόσον δεν αναμένεται η εμ¬ 
φάνιση γονοτοξικότητας με βάση στοιχεία από ουσίες 
σχετικής δομής, τότε μπορεί να θεωρηθεί ως μη αναγκαία 
η εκτέλεση πλήρους μελέτης με τρία επίπεδα δόσης. Σε 
μελέτες μεγαλύτερης διάρκειας, η οριακή δόση είναι 
2000 πΐ9/Ι<9 βάρους σώματος/ημέρα για αγωγή μέχρι 14 
ημέρες και 1000 πιρ/Κρ βάρους σώματος/όαγ για αγωγή 
μεγαλύτερη από 14 ημέρες. Η αναμενόμενη ανθρώπινη 
έκθεση μπορεί να αποτελέσει ένδειξη ότι πρέπει να χρη¬ 
σιμοποιηθεί υψηλότερο επίπεδο δόσης στη δοκιμή ορια¬ 
κής δόσης. 
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1.5.5 Χορήγηση δόσεων 

Η υπό δοκιμή ουσία χορηγείται συνήθως με διασωλή¬ 
νωση χρησιμοποιώντας στομαχικό σωλήνα ή κατάλληλο 
σωλήνα διασωλήνωσης ή με ενδοπεριτονάίκή έγχυση. 
Μπορούν να χρησιμοποιηθούν και άλλες οδοί έκθεσης 
εφόσον μπορούν να αιτιολογηθούν. Ο μέγιστος όγκος 
υγρού που μπορεί να χορηγηθεί με διασωλήνωση ή με έγ¬ 
χυση εφάπαξ εξαρτάται από το μέγεθος του πειραματό¬ 
ζωου. Ο όγκος δεν θα πρέπει να υπερβαίνει τα 2 πιΙ/ΙΟΟρ 
βάρους σώματος. Αν χρησιμοποιηθούν μεγαλύτεροι 
όγκοι, αυτό πρέπει να αιτιολογείται. Με εξαίρεση τις ερε¬ 
θιστικές ή διαβρωτικές ουσίες οι οποίες κανονικά εμφανί¬ 
ζουν εντονότερα αποτελέσματα με υψηλότερες συγκε¬ 
ντρώσεις, οι διαφοροποιήσεις στον όγκο θα πρέπει να 
ελαχιστοποιούνται προσαρμόζοντας τη συγκέντρωση 
ώστε να διασφαλίζεται σταθερός όγκος σε όλα τα επίπε¬ 
δα δόσης. 

1.5.6 Προετοιμασία του μυελού/αίματος 

Τα κύτταρα του μυελού των οστών λαμβάνονται συνή¬ 
θως από τα μηριαία οστά ή τα οστά των κνημών αμέσως 
μετά τη θυσία. Συνήθως, τα κύτταρα απομακρύνονται 
από τα εν λόγω οστά, μορφώνονται σε παρασκευάσματα 
και χρωματίζονται χρησιμοποιώντας καθιερωμένες μεθό¬ 
δους. Το περιφερικό αίμα λαμβάνεται από την ουραία 
φλέβα ή άλλο κατάλληλο αιμοφόρο αγγείο. Τα αιμοκύτ- 
ταρα χρωματίζονται αμέσως υπερζωϊκώς (8) (9) (10) ή 
λαμβάνονται επιστρωμένα παρασκευάσματα και κατόπιν 
χρωματίζονται. Χρησιμοποιώντας μία ειδική για το ΩΝΑ 
χρωστική [π.χ. πορτοκαλόχρουν ακριδίνης (14) ή ΗοθοΙί- 
31 33258 ρΐυε ργΓοηίη-Υ (15)] μπορούν να εξαλειφθούν 
ορισμένα από τα τεχνικά σφάλματα που προκαλούνται 
από τη χρήση μη ειδικής για το ϋΝΑ χρωστικής. Το πλεο¬ 
νέκτημα αυτό δεν αποκλείει τη χρήση συμβατικών χρω¬ 
στικών (π.χ. Θίθπιεα). Μπορούν επίσης να χρησιμοποιη¬ 
θούν και πρόσθετα συστήματα [π.χ. στήλες κυτταρίνης 
για την απομάκρυνση εμπύρηνων κυττάρων (16)] υπάτην 
προϋπόθεση ότιτα συστήματα αυτά έχουν αποδειχθεί κα¬ 
τάλληλα για την παρασκευή μικροπυρήνων στο εργαστή¬ 
ριο. 

1.5.7 Ανάλυση 

Η αναλογία των άωρων στο σύνολο (άωρα + ώριμα) 
των ερυθροκυττάρων προσδιορίζεται για κάθε ζώο με¬ 
τρώντας ένα σύνολο τουλάχιστον 200 ερυθροκυττάρων 
για το μυελό των οστών και 1000 ερυθροκυττάρων για το 
περιφερικό αίμα (17). Όλες οι αντικειμενοφόροι, συμπε¬ 
ριλαμβανομένων και εκείνων των θετικών και αρνητικών 
μαρτύρων, θα πρέπει να λαμβάνουν ένα διαφορετικό κω¬ 
δικό πριν από την εξέταση στο μικροσκόπιο. Για τον 
προσδιορισμό της συχνότητας εμφάνισης άωρων ερυ¬ 
θροκυττάρων με μικροπυρήνα καταμετρούνται τουλάχι¬ 
στον 2000 άωρα ερυθροκύτταρα ανά ζώο. Μπορούν να 
ληφθούν και άλλες πληροφορίες καταμετρώντας ώριμα 
ερυθροκύτταρα για μικροπυρήνες. Κατά την εξέταση 
των αντικειμενοφόρων, η αναλογία των άωρων στο σύ¬ 
νολο των ερυθροκυττάρων δεν θα πρέπει να είναι μικρό¬ 
τερη από το 20% της τιμής του μάρτυρα. Όταν τα ζώα 
υποβάλλονται σε αγωγή συνεχώς για 4 ή και περισσότε¬ 
ρες εβδομάδες, για τη συχνότητα εμφάνισης μικροπυ- 
ρήνων μπορούν να καταμετρηθούν επίσης τουλάχιστον 
2000 ώριμα ερυθροκύτταρα ανά ζώο. Ως εναλλακτικός 
τρόπος εκτίμησης αντί εκείνου με τα χέρια, μπορούν να 
γίνουν δεκτά και συστήματα αυτόματης ανάλυσης (ανά¬ 


λυση εικόνας και κυτταρομετρία ροής κυτταρικών εναιω¬ 
ρημάτων), εφόσον υπάρχει κατάλληλη αιτιολόγηση και 
επικύρωση. 

2. ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Θα πρέπει να παρουσιάζονται με μορφή πίνακα επιμέ- 
ρους στοιχεία για κάθε ζώο. Η πειραματική μονάδα είναι 
το ζώο. Για κάθε εξεταζόμενο ζώο θα πρέπει να καταγρά¬ 
φεται χωριστά ο αριθμός των καταμετρηθέντων άωρων 
ερυθροκυττάρων, ο αριθμός των φερόντων μικροπυρή- 
νες άωρων ερυθροκυττάρων και ο αριθμός των άωρων 
στο σύνολο των ερυθροκυττάρων. Όταν τα ζώα υποβάλ¬ 
λονται σε αγωγή συνεχώς για 4 ή περισσότερες εβδομά¬ 
δες, θα πρέπει επίσης να δίνονται και τα στοιχεία για τα 
ώριμα ερυθροκύτταρα, εφόσον ελήφθησαν. Γ ια κάθε ζώο 
δίνεται η αναλογία των άωρων στο σύνολο των ερυθρο¬ 
κυττάρων και, εφόσον συντρέχει περίπτωση, το ποσοστό 
των φερόντων μικροπυρήνες ερυθροκυττάρων. Εφόσον 
δεν υπάρχουν ενδείξεις διαφοράς αποκρίσεως ανάλογα 
με το φύλο, τα δεδομένα από τα δύο φύλα μπορούν να 
συνδυάζονται για στατιστική ανάλυση. 

2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ¬ 
ΤΩΝ 

Γ ια να θεωρηθεί ως θετικό ένα αποτέλεσμα υπάρχουν 
διάφορα κριτήρια όπως η σχετιζόμενη με τη δόση αύξη¬ 
ση στον αριθμό των κυττάρων με μικροπυρήνες ή η σα¬ 
φής αύξηση στον αριθμό των κυττάρων με μικροπυρήνες 
σε ομάδα μίας μόνης δόσης σε μία μόνη δειγματοληψία. 
Πρώτα θα πρέπει να εξετάζεται η βιολογική σχετικότητα 
των αποτελεσμάτων. Ως βοήθημα στην αξιολόγηση των 
αποτελεσμάτων των δοκιμών μπορούν να χρησιμοποιού¬ 
νται και στατιστικές μέθοδοι (18)(19). Σε μία θετική από¬ 
κριση δεν θα πρέπει ως μοναδικός αποφασιστικός παρά¬ 
γοντας να λαμβάνεται η στατιστική σημαντικότητα. Τυχόν 
διφορούμενα αποτελέσματα θα πρέπει να διασαφηνίζο¬ 
νται με περαιτέρω δοκιμές και τροποποιώντας, κατά προ¬ 
τίμηση, τις πειραματικές συνθήκες. 

Εφόσον τα αποτελέσματα για μία υπό δοκιμή ουσία δεν 
πληρούν τα ανωτέρω κριτήρια, η ουσία αυτή θεωρείται 
ως μη μεταλλαξιγόνος στη δοκιμή αυτή. 

Αν και τα περισσότερα πειράματα θα δίνου ν σαφώς θε¬ 
τικά ή αρνητικά αποτελέσματα, σε σπάνιες περιπτώσεις 
τα δεδομένα ενδέχεται να μην επιτρέπουν τη εξαγωγή 
οριστικού συμπεράσματος σχετικά με τη δραστικότητα 
της υπό δοκιμή ουσίας. Τα αποτελέσματα μπορεί να πα¬ 
ραμένουν διφορούμενα ή αμφισβητήσιμα άσχετα με το 
πόσες φορές θα επαναληφθεί το πείραμα. 

Θετικά αποτελέσματα στη δοκιμή μικροπυρήνων δεί¬ 
χνουν ότι η υπό δοκιμή ουσία προκαλεί την παραγωγή μι- 
κροπυρήνων που είναι αποτέλεσμα χρωμοσωμικής βλά¬ 
βης ή βλάβης στη μιτωτική συσκευή στους ερυθροβλά- 
στες του εξετασθέντος είδους. Αρνητικά αποτελέσματα 
δείχνουν ότι, υπό τις συνθήκες της δοκιμής, η υπό δοκιμή 
ουσία δεν παράγει μικροπυρήνες στα άωρα ερυθροκύτ¬ 
ταρα του εξετασθέντος είδους. 

Θα πρέπει να εξετάζεται αν η υπό δοκιμή ουσία ή οι με¬ 
ταβολίτες της έχουν τη δυνατότητα πρόσβασης στη γενι¬ 
κή κυκλοφορία ή ειδικότερα στον ιστό στόχο (π.χ. συστε- 
μική τοξικότητα). 
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3. ΑΝΑΦΟΡΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

ΕΚΘΕΣΗ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η έκθεση δοκιμής θα πρέπει να περιλαμβάνει τα ακό¬ 
λουθα στοιχεία: 

Διαλύτης/Φορέας 

• αιτιολόγηση της επιλογής του φορέα, 

• διαλυτότητα και σταθερότητα της υπό δοκιμή ουσίας 
στο διαλύτη/φορέα, εφόσον είναι γνωστές, 

Εξετασθέντα ζώα: 

• χρησιμοποιηθέν είδος/φυλή, 

• αριθμό, ηλικία και φύλο των ζώων, 

• πηγή, συνθήκες στέγασης, δίαιτα, κλπ, 

• βάρος των μεμονωμένων ζώων στην έναρξη της δοκι¬ 
μής, συμπεριλαμβανομένου του εύρους των βαρών σώ¬ 
ματος, της μέσης τιμής και της τυπικής απόκλισης για κά¬ 
θε ομάδα. 

Συνθήκες δοκιμής: 

• θετικούς και αρνητικούς (φορέας/διαλύτης) μάρτυρες, 

• στοιχεία από τη μελέτη εύρεσης του εύρους, εφόσον 
έγινε, 

• αιτιολογία της επιλογής του επιπέδου δόσεως, 

• λεπτομέρειες για την προετοιμασία της υπό δοκιμή 
ουσίας, 

• λεπτομέρειες για τη χορήγηση της υπό δοκιμή ου¬ 
σίας, 

• αιτιολογία της χρησιμοποιηθείσας οδού χορήγησης, 

• μεθόδους επαλήθευσης του ότι η υπό δοκιμή ουσία 
έφθασε στη γενική κυκλοφορία ή στον ιστό στόχο, εφό¬ 
σον συντρέχει περίπτωση, 

• μετατροπή της συγκέντρωσης (ρρηη) της υπό δοκιμή 
ουσίας στη δίαιτα/πόσιμο νερό στην πραγματική δόση 
(πιςι/Κρ βάρους σώματος/ημέρα), εφόσον χρειάζεται, 

• στοιχεία για την ποιότητα της τροφής και του νερού, 

• λεπτομερή περιγραφή των σχημάτων αγωγής και 
δειγματοληψίας, 

• μεθόδους ετοιμασίας αντικειμενοφόρων, 

• μεθόδους για τις μετρήσεις της τοξικότητας, 

• κριτήρια για την καταμέτρησης των φερόντων μικρο- 
πυρήνες άωρων ερυθροκυττάρων, 

• αριθμό εξετασθέντων κυττάρων ανά ζώο, 

• κριτήρια κατάταξης της δοκιμής ως θετικής, αρνητι¬ 
κής ή διφορούμενης. 

Αποτελέσματα: 

• σημάδια τοξικότητας, 

• αναλογία άωρων στο σύνολο των ερυθροκυττάρων, 

• αριθμό φερόντων μικροπυρήνες άωρων ερυθροκυτ¬ 
τάρων, χωριστά για κάθε ζώο, 

• μέση τιμή ± τυπική απόκλιση των φερόντων μικροπυ- 
ρήνες ερυθροκυττάρων ανά ομάδα, 

• σχέση δόσης-απόκρισης, όπου είναι δυνατό, 

• στατιστικές αναλύσεις και εφαρμοσθείσες μέθοδοι, 

• παράλληλα και προϋπάρχοντα στοιχεία για τους αρ¬ 
νητικούς (διαλύτης/φορέας) μάρτυρες, 

• παράλληλα στοιχεία για τους θετικούς μάρτυρες. 

Εξέταση των αποτελεσμάτων. 
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Παράρτημα 2Δ 

Β. 13/14. ΜΕΤΑΛΛΑΞΙΓΕΝΕΣΗ: 

ΔΟΚΙΜΗ ΑΝΑΣΤΡΟΦΗΣ ΜΕΤΑΛΛΑΞΗΣ 
ΜΕ ΧΡΗΣΗ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ 

1. ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος αποτελεί αντιγραφή της ΟΕΟΩ ΤΟ 
471 Β30ΪΘΝ3Ι ΒθνθΓ5θ Μυΐαίίοη Τθ5ΐ (1997). 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Στη δοκιμή βακτηριακής ανάστροφης μετάλλαξης χρη¬ 
σιμοποιούνται απαιτούντα αμινοξέα στελέχη δαΙπιοηθΙΙα 
ΙγρΝπιυηυπι και Εεοΐΐθποΐιία οοΐί για τον εντοπισμό σημει¬ 
ακών μεταλλάξεων, που περιλαμβάνουν υποκατάσταση, 
προσθήκη ή απάλειψη ενός ή μερικών ζευγών βάσεων 
ΩΝΑ (1)(2)(3). Η αρχή της δοκιμής αυτής της βακτηρια- 
κής ανάστροφης μετάλλαξης συνίσταται στο ότι ανιχνεύ- 
ει μεταλλάξεις που αναστρέφουν μεταλλάξεις που υπάρ¬ 
χουν στα υπό δοκιμή στελέχη και αποκαθιστούν τη λει¬ 
τουργική ικανότητα των βακτηρίων για σύνθεση ενός 
βασικού αμινοξέος. Τα αναστραφέντα βακτήρια ανιχνεύ- 
ονται από την ικανότητά τους να αναπτύσσονται απουσία 
του αμινοξέος που απαιτείται από το γονικό υπό δοκιμή 
στέλεχος. 

Οι σημειακές μεταλλάξεις είναι το αίτιο πολλών γενετι¬ 
κών ασθενειών στους ανθρώπους και υπάρχουν ουσια¬ 
στικές ενδείξεις ότι οι σημειακές μεταλλάξεις στα ογκο- 
γονίδια και στα ογκογενή αποκαταστατικά γονίδια σωμα¬ 
τικών κυττάρων εμπλέκονται στη δημιουργία όγκων 
στους ανθρώπους και σε πειραματόζωα. Η δοκιμή βακτη- 
ριακής ανάστροφης μετάλλαξης είναι ταχεία, φθηνή και 
σχετικώς εύκολη να γίνει. Πολλά από τα υπό δοκιμή στε¬ 
λέχη παρουσιάζουν ορισμένα χαρακτηριστικά που τα κα¬ 
θιστούν πιο ευαίσθητα για την ανίχνευση μεταλλάξεων 
και στα οποία περιλαμβάνονται αποκρινόμενες ακολου¬ 
θίες ΩΝΑ στις θέσεις αναστροφής, αυξημένη κυτταρική 
διαπερατότητα στα μεγάλα μόρια και εξάλειψη των συ¬ 
στημάτων επιδιόρθωσης ΩΝΑ ή ενίσχυση των επιρρεπών 
σε σφάλματα διεργασιών επιδιόρθωσης ΩΝΑ. Η εξειδί- 
κευση των υπό δοκιμή στελεχών μπορεί να παράσχει ορι¬ 
σμένες χρήσιμες πληροφορίες για τους τύπους μεταλλά¬ 
ξεων που προκαλούνται από γονοτοξικούς παράγοντες. 
Για τις δοκιμές βακτηριακής ανάστροφης μετάλλαξης 


υπάρχει διαθέσιμη μία πολύ μεγάλη βάση δεδομένων με 
αποτελέσματα για μία μεγάλη ποικιλία δομών ενώ έχουν 
αναπτυχθεί αρκετές καθιερωμένες πλέον μεθοδολογίες 
για τον έλεγχο χημικών ουσιών με διαφορετικές φυσικο¬ 
χημικές ιδιότητες, συμπεριλαμβανομένων και πτητικών 
ενώσεων. 

Βλ. επίσης Γενική Εισαγωγή Μέρος Β. 

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ 

Η δοκιμή ανάστροφης μετάλλαξης στη δβΙπιοηθΙΙα 
ίγρΐιίπιυπυπι ή στα ΕεσάθΜοΝα οοΐί ανιχνεύει μετάλλαξη 
σε απαιτούν αμινοξύ στέλεχος (ιστιδίνη ή θρυπτοφάνη, 
αντίστοιχα) για την παραγωγή στελέχους που δεν εξαρ- 
τάται από την έξωθεν παροχή αμινοξέος. 

Μεταλλαξογόνα υποκατάστασης ζευγών βάσεων είναι 
παράγοντες που προκαλούν αλλαγή βάσεων στο ΩΝΑ. 
Στη δοκιμή αναστροφής η αλλαγή αυτή μπορεί να συμβεί 
στη θέση της αρχικής μετάλλαξης ή σε μία άλλη θέση του 
βακτηριακού γονιδιώματος. 

Μεταλλαξογόνα αλλαγής πλαισίου είναι παράγοντες 
που προκαλούν την προσθήκη ή απάλειψη ενός ή περισ¬ 
σοτέρων ζευγών βάσεων στο ΩΝΑ, μεταβάλλοντας έτσι 
το αναγνωστικό πλαίσιο στο ΒΝΑ. 

1.3 ΑΡΧΙΚΕΣ ΘΕΩΡΗΣΕΙΣ 

Στη δοκιμή βακτηριακής ανάστροφης μετάλλαξης χρη¬ 
σιμοποιούνται προκαρυωτικά κύτταρα τα οποία διαφέ¬ 
ρουν από τα κύτταρα των θηλαστικών σε ορισμένα σημεία 
όπως η πρόσληψη, ο μεταβολισμός, η χρωμοσωμική δο¬ 
μή και οι διεργασίες επιδιόρθωσης ΩΝΑ. Οι δοκιμές που 
πραγματοποιούνται ίη νιώο απαιτούν εν γένει τη χρήση 
εξωγενούς πηγής μεταβολικής ενεργοποίησης. Τα ίη νίίΓΟ 
συστήματα μεταβολικής ενεργοποίησης δεν μπορούν να 
μιμηθούν πλήρως τις ίη νίνο συνθήκες στα θηλαστικά. Συ¬ 
νεπώς, η δοκιμή δεν παρέχει άμεσες πληροφορίες για τη 
μεταλλαξιγόνο και καρκινογόνο δυνατότητα μιας ουσίας 
στα θηλαστικά. 

Η δοκιμή βακτηριακής ανάστροφης μετάλλαξης χρησι¬ 
μοποιείται συνήθως ως μία αρχική δοκιμή προσανατολι¬ 
σμού για τη γονοτοξική δραστικότητα και, ιδιαίτερα, την 
επάγουσα σημειακές μεταλλάξεις. Από πολυάριθμα συλ- 
λεγμένα στοιχεία καταδεικνύεται ότι πολλά χημικά που εί¬ 
ναι θετικά στη δοκιμή αυτή εμφανίζουν μεταλλαξιγόνο 
δράση και σε άλλες δοκιμές. Υπάρχουν παραδείγματα με- 
ταλλαξιγόνων παραγόντων που δεν ανιχνεύονται με τη 
δοκιμή αυτή. Οι ατέλειες αυτές μπορούν να αποδοθούν 
στην ειδική φύση του ανιχνευόμενου τελικού σημείου, 
στις διαφορές στη μεταβολική ενεργοποίηση ή στις δια¬ 
φορές στη βιοδιαθεσιμότητα. Από την άλλη μεριά, παρά¬ 
γοντες που ενισχύουν την ευαισθησία της δοκιμής βακτη- 
ριακής ανάστροφης μετάλλαξης μπορούν να οδηγήσουν 
σε υπερεκτίμηση της μεταλλαξιγόνου δραστικότητας. 

Η δοκιμή βακτηριακής ανάστροφης μετάλλαξης μπορεί 
να μη προσφέρεται για την αξιολόγηση ορισμένων τάξε¬ 
ων χημικών ουσιών όπως, π.χ., για ισχυρά βακτηριοκτό¬ 
νος ενώσεις (π.χ. ορισμένα αντιβιωτικά) και ενώσεις που 
θεωρείται (ή είναι γνωστό) ότι παρεμβαίνουν ειδικά στο 
σύστημα κυτταρικής αντιγραφής των θηλαστικών (π.χ. 
ορισμένοι αναστολείς της τοποϊσομεράσης και ορισμένα 
νουκλεοσιδικά ανάλογα). Για τις περιπτώσεις αυτές, μπο¬ 
ρεί να προσφέρονται περισσότερο οι δοκιμές μετάλλα¬ 
ξης στα θηλαστικά. 

Αν και πολλές ενώσεις που είναι θετικές στη δοκιμή αυ¬ 
τή είναι καρκινογόνος στα θηλαστικά, ο συσχετισμός αυ- 
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τός δεν είναι απόλυτος. Εξαρτάται απότηντάξη της χημι¬ 
κής ένωσης και υπάρχουν καρκινογόνο που δεν ανιχνεύ- 
ονται με τη δοκιμή αυτή επειδή δρουν μέσω άλλων, μη γο¬ 
νοτοξικών, μηχανισμών ή μηχανισμών που δεν υφίστανται 
στα βακτηριακά κύτταρα. 

1.4 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Εναιωρήματα βακτηριακών κυττάρων εκτίθενται στην 

υπό δοκιμή ουσία παρουσία και απουσία εξωγενούς συ¬ 
στήματος μεταβολικής ενεργοποίησης. Στη μέθοδο προ¬ 
σθήκης σετρυβλίο, τα εναιωρήματα αυτά αναμειγνύονται 
με άγαρ επικάλυψης και επιστρώνονται αμέσως σε ελάχι¬ 
στη ποσότητα θρεπτικού μέσου. Στη μέθοδο προεπωά- 
σεως, το μίγμα κατεργασίας επωάζεται και κατόπιν ανα¬ 
μειγνύεται με άγαρ επιστρώσεως πριν επιστρωθεί σε ελά¬ 
χιστη ποσότητα μέσου. Και στις δύο τεχνικές, έπειτα από 
δύο ή τρεις ημέρες επωάσεως, μετρώνται οι ανάστροφες 
αποικίες και ο αριθμός τους συγκρίνεται με τον αριθμό 
των αυθόρμητων ανάστροφων αποικιών σε τρυβλία-μάρ- 
τυρες με διαλύτη. 

Έχουν περιγράφει διάφορες διαδικασίες για την εκτέ¬ 
λεση της δοκιμής βακτηριακής ανάστροφης μετάλλαξης. 
Μεταξύ εκείνων που χρησιμοποιούνται συνήθως είναι η 
μέθοδος προσθήκης σε τρυβλίο (1)(2)(3)(4), η μέθοδος 
προεπωάσεως (2) (3)(5) (6) (7) (8), η μέθοδος διακύμανσης 
(9)(10) και η μέθοδος εναιωρήματος (11). Έχουν περι¬ 
γράφει επίσης και τροποποιήσεις για τη δοκιμασία αε¬ 
ρίων ή ατμών (12). 

Οι διαδικασίες που περιγράφονται στη μέθοδο σχετί¬ 
ζονται κυρίως με τις μεθόδους προσθήκης σε τρυβλίο και 
προεπωάσεως. Και οι δύο είναι αποδεκτές για την πραγ¬ 
ματοποίηση πειραμάτων και με και χωρίς μεταβολική 
ενεργοποίηση. Ορισμένες ουσίες μπορούν να ανιχνευ- 
θούν αποτελεσματικότερα με τη μέθοδο προεπωάσεως. 
Οι ουσίες αυτές ανήκουν σε μία σειρά χημικών τάξεων 
στην οποία περιλαμβάνονται οι αλειφατικές νιτροζαμίνες 
με βραχεία αλυσίδα, τα δισθενή μέταλλα, αλδεϋδες, αζω- 
χρώματα και διαζωενώσεις, πυρολλιζιδινικά αλκαλοειδή, 
αλλυλοενώσεις και νιτροενώσεις (3). Αναγνωρίζεται επί¬ 
σης ότι ορισμένες τάξεις μεταλλαξιγόνων δεν ανιχνεύο- 
νται πάντοτε με τις τυποποιημένες διαδικασίες όπως με 
τη μέθοδο προσθήκης σε τρυβλίο ή με τη μέθοδο προε¬ 
πωάσεως. Αυτές θα πρέπει να θεωρούνται ως "ειδικές πε¬ 
ριπτώσεις" και συνιστάται ιδιαίτερα να χρησιμοποιούνται 
για την ανίχνευσή τους εναλλακτικές διαδικασίες. Ως "ει¬ 
δικές περιπτώσεις" μπορούν να αναφερθούν οι ακόλου¬ 
θες (μαζί με παραδείγματα διαδικασιών που μπορούν να 
χρησιμοποιηθούν για την ανίχνευσή τους):αζωχρώματα 
και διαζωενώσεις (3) (5) (6) (13), αέρια και πτητικές ουσίες 
(12) (14) (15) (16) και γλυ κοζίτες (17) (18). Τυχόν παρέκλιση 
απότηντυποποιημένη διαδικασία πρέπει να αιτιολογείται 
επιστημονικώς. 

1.5 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

1.5.1 Προετοιμασίες 

1.5.1.1 Βακτήρια 

Πρόσφατες καλλιέργειες βακτηρίων θα πρέπει να αφή¬ 
νονται να αναπτυχθούν μέχρι το τελευταίο στάδιο της εκ¬ 
θετικής ή το πρώιμο στάδιο της στατικής φάσης αναπτύ- 
ξεως (περίπου 10 9 κύτταρα ανά πιΙ). Δεν θα πρέπει να χρη¬ 
σιμοποιούνται καλλιέργειες που βρίσκονται στο 
τελευταίο στάδιο της στατικής φάσης. Παίζει σημαντικό 
ρόλο οι χρησιμοποιούμενες καλλιέργειες να εμφανίζουν 
υψηλό τίτλο βιώσιμων βακτηρίων. Ο τίτλος μπορεί να βρε¬ 


θεί είτε από προϋπάρχοντα στοιχεία για τις καμπύλες αύ¬ 
ξησης, είτε σε κάθε δοκιμή μετονπροσδιορισμότου αριθ¬ 
μού των βιώσιμων κυττάρων με δοκιμή σε τρυβλίο. 

Η συνιστώμενη θερμοκρασία επωάσεως είναι 37°0. 

Θα πρέπει να χρησιμοποιούνται πέντε τουλάχιστον στε¬ 
λέχη βακτηρίων. Σε αυτά θα πρέπει να περιλαμβάνονται 
τέσσερα στελέχη 5. ΙγρΜπιυπυηι (ΤΑ 1535, ΤΑ 1537 ή 
ΤΑ97α ή ΤΑ97, ΤΑ98 και ΤΑ100) που έχει αποδειχθεί ότι εί¬ 
ναι αξιόπιστα και παρέχουν αναπαραγώγιμες αποκρίσεις 
μεταξύ εργαστηρίων. Τα τέσσερα αυτά στελέχη 3. 
ΙγράίπιυΓίυπι έχουν 00 ζεύγη βάσεων στην πρωταρχική 
θέση αναστροφής και είναι γνωστό ότι δεν μπορούν να 
εντοπίσουν ορισμένα οξειδωτικά μεταλλαξιγόνα., παρά¬ 
γοντες σταυροειδούς σύνδεσης και υδραζίνες. Οι ουσίες 
αυτές μπορούν να ανιχνευθούν με στελέχη Ε. οοϋ \Λ/Ρ2 ή 
3. ΙγρΜπιυπυηη ΤΑ102 (19) που έχουν ένα ζεύγος βάσεων 
ΑΤ στην πρωταρχική θέση αναστροφής. Συνεπώς, ο συνι- 
στώμενος συνδυασμός στελεχών είναι: 

• 3. ΙγρΜπιυπυηη ΤΑ1535 και 

• 3. ΙγρΜπιυπυηη ΤΑ1537 ή ΤΑ97ή ΤΑ973 και 

• 3. ΙγρΜπιυπυηη ΤΑ98 και 

• 3. ΙγρΜπιυπυηη ΤΑ100 και 

• Ε. οοϋ \Α/Ρ2 υνι-Α ή Ε. οοΐί \Λ/Ρ2 υνιΆ (ρΚΜΙΟΙ) ή3. 
ΙγρΜπιυπυηη ΤΑ102. 

Για να ανιχνευθούν μεταλλαξιγόνα σταυροειδούς σύν¬ 
δεσης μπορεί να είναι σκόπιμο να περιληφθεί ΤΑ102 ή να 
προστεθεί ένα ειδικό για την επιδιόρθωση ϋΝΑ στέλεχος 
Ε. σοΙί [π.χ. Ε. οοϋ \Λ/Ρ2 ή Ε. οοϋ \Λ/Ρ2 (ρΚΜ 101)]. 

Γ ια την παρασκευή έτοιμων καλλιεργειών, την επαλή¬ 
θευση ιχνηθετών και την αποθήκευση θα πρέπει να χρη¬ 
σιμοποιούνται καθιερωμένες διαδικασίες. Γ ια κάθε κατε- 
ψυγμένο παρασκεύασμα έτοιμης καλλιέργειας θα πρέπει 
να καταδεικνύεται ότι απαιτεί αμινοξύ για να αναπτυχθεί 
(ιστιδίνη για στελέχη3. ΙγρΜπιυπυηη και θρυπτοφάνη για 
στελέχη Ε. οοΐί). Θα πρέπει ομοίως να ελέγχονται προς 
επιβεβαίωση και άλλα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά, συ¬ 
γκεκριμένα: η παρουσία ή απουσία πλασμιδίων Β-παρά- 
γοντα όπου χρειάζεται [δηλ. αντίσταση αμπικιλλίνης σε 
στελέχη ΤΑ98, ΤΑ100 και ΤΑ973 ή ΤΑ97, \Λ/Ρ2 υνιΆ και 
\Λ/Ρ2 υνιΆ (ρΚΜ 101), και αντίσταση αμπικιλλίνης + τετρα- 
κυκλίνης σε στέλεχος ΤΑ102], η παρουσία χαρακτηριστι¬ 
κών μεταλλάξεων (δηλ. ιΙβ μετάλλαξη σε 3. ΙγρΜπιυπυηη 
μέσω της ευαισθησίας σε κρυσταλλικό ιώδες και υνΆ με¬ 
τάλλαξη σε Ε. οοϋ ή υνιΈ μετάλλαξη σε 3. ΙγρΜπιυπυηη μέ¬ 
σω της ευαισθησίας σε υπεριώδες φως) (2) (3). Τα στελέ¬ 
χη θα πρέπει επίσης να δίνουν έναν αριθμό αυθόρμητων 
ανάστροφων αποικιών σε τρυβλίο που να πέφτει μέσα 
στις περιοχές συχνοτήτων που αναμένονται από τα προ¬ 
ϋπάρχοντα εργαστηριακά δεδομένα και, κατά προτίμη¬ 
ση, μέσα στην περιοχή που αναφέρεται στη βιβλιογρα¬ 
φία. 

1.5.1.2 Θρεπτικό μέσο 

Χρησιμοποιείται κατάλληλο ελάχιστο άγαρ (π.χ. άγαρ 
που περιέχει ελάχιστο μέσο Ε νορθΙ-ΒοηηθΓ και γλυκόζη) 
και άγαρ επίστρωσης που περιέχει ιστιδίνη και βιοτίνη ή 
θρυπτοφάνη για να μπορούν να γίνουν μερικές κυτταρι¬ 
κές διαιρέσεις (1)(2)(9). 

1.5.1.3 Μεταβολική ενεργοποίηση 

Τα βακτήρια θα πρέπει να εκτίθενται στην υπό δοκιμή 
ουσία παρουσία και απουσία κατάλληλου συστήματος 
μεταβολικής ενεργοποίησης. Το συνηθέστερα χρησιμο¬ 
ποιούμενο σύστημα είναι ένα μεταμιτοχονδριακό κλάσμα 
εμπλουτισμένο με συμπαράγοντα (39) που παρασκευά- 
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ζεται από το ήπαρ τρωκτικών που έχει υποβληθεί σε κα¬ 
τεργασία με ενζυμοεπαγωγικούς παράγοντες όπως το 
ΑγοοΙογ 1254 (1) (2) ή μίγμα φαινοβαρβιτόνης και β-να- 
φθοφλαβόνης (18)(20)(21). Το μεταμιτοχονδριακό κλά¬ 
σμα χρησιμοποιείται συνήθως σε συγκεντρώσεις της τά- 
ξεως του 5 έως 30% ν/ν στο 39-μίγμα. Η επιλογή και κα¬ 
τάσταση ενός συστήματος μεταβολικής ενεργοποίησης 
μπορεί να εξαρτάται από τηντάξη της υπό δοκιμή χη μικής 
ουσίας. Σε ορισμένες περιπτώσεις μπορεί να χρειάζεται 
να χρησιμοποιηθούν περισσότερες από μία συγκεντρώ¬ 
σεις μεταμιτοχονδριακού κλάσματος. Στην περίπτωση 
των αζωχρωμάτων και των αζωενώσεων, μπορεί να είναι 
καλύτερα να χρησιμοποιηθεί αναγωγικό σύστημα μετα¬ 
βολικής ενεργοποίησης (6) (13). 

1.5.1.4 Υπό δοκιμή ουσία/προετοιμασία 

Οι στερεές υπό δοκιμή ουσίες πρέπει να διαλύονται ή 
να τίθενται υπό μορφή εναιωρήματος σε κατάλληλους 
διαλύτες ή φορείς και να αραιώνονται εφόσον απαιτείται 
πριν απάτην κατεργασία των βακτηρίων. Οι υγρές ουσίες 
μπορούν να προστίθενται απευθείας στα συστήματα δο¬ 
κιμής και/ή να αραιώνονται πριν από την κατεργασία. 
Πρέπει να χρησιμοποιούνται πρόσφατα παρασκευάσμα¬ 
τα της υπό δοκιμή ουσίας εκτός κι αντα σχετικά με τη στα¬ 
θερότητα της ουσίας στοιχεία επιτρέπουν τη χρήση έτοι¬ 
μων παρασκευασμάτων. 

Δεν πρέπει να υπάρχουν υπόνοιες για πιθανή χημική 
αντίδραση του διαλύτη/φορέα με την υπό δοκιμή ουσία 
ενώ θα πρέπει να είναι συμβατός με την επιβίωση των βα¬ 
κτηρίων και τη δραστικότητα 39 (22). Εφόσον ο χρησιμο¬ 
ποιούμενος διαλύτης/φορέας δεν ανήκει στους γνω¬ 
στούς, η χρήση του θα πρέπει να στηρίζεται στην ύπαρξη 
στοιχείων που αποδεικνύουν τη συμβατότητά του. Συνι- 
στάται, εφόσον είναι δυνατό, να εξετάζεται πρώτα η χρή¬ 
ση ενός υδατικού διαλύτη/φορέα. Όταν εξετάζονται ου¬ 
σίες που δεν είναι σταθερές στο νερό, οι χρησιμοποιού¬ 
μενοι οργανικοί διαλύτες θα πρέπει να είναι 
απαλλαγμένοι ύδατος. 

1.5.2 Συνθήκες δοκιμής 

1.5.2.1 Υπό δοκιμή στελέχη (βλ. 1.5.1.1) 

1.5.2.2 Συγκέντρωση εκθέσεως 

Μεταξύ των κριτηρίων που πρέπει να λαμβάνονται υπό¬ 
ψη για τον καθορισμό της μέγιστης για χρήση ποσότητας 
υπό δοκιμή ουσίας είναι η κυτταροτοξικότητα και η δια¬ 
λυτότητα στο τελικό μίγμα κατεργασίας. 

Μπορεί να είναι σκόπιμο να προσδιοριστεί η τοξικότη¬ 
τα και η δυσδιαλυτότητα με μία προκαταρκτική δοκιμή. Η 
κυτταροτοξικότητα μπορεί να βρεθεί από τη μείωση του 


αριθμού των ανάστροφων αποικιών, το μηδενισμό ή την 
ελάττωση του υποστρώματος ή το βαθμό επιβίωσης των 
εξεταζομένων καλλιεργειών. Η κυτταροτοξικότητα μιας 
ουσίας μπορεί να μεταβληθεί παρουσία συστημάτων με¬ 
ταβολικής ενεργοποίησης. Η δυσδιαλυτότητα θα πρέπει 
να εκτιμάται με βάση την πτώση ιζήματος στο τελικό μίγ¬ 
μα υπό τις πραγματικές συνθήκες δοκιμής που είναι εμ¬ 
φανής με γυμνό οφθαλμό. 

Η συνιστώμενη μέγιστη συγκέντρωση δοκιμής για δια¬ 
λυτές μη κυτταροτοξικές ουσίες είναι 5 πιςβτρυβλίο ή 5 
μΙ/τρυβλίο. Για μη κυτταροτοξικές ουσίες που δεν είναι 
διαλυτές σε επίπεδα συγκεντρώσεως 5 πιρ/τρυβλίο ή 5 
μΙ/τρυβλίο, μία ή περισσότερες από τις χρησιμοποιούμε¬ 
νες στη δοκιμή συγκεντρώσεις θα πρέπει να καθιστούν 
την ουσία αδιάλυτη στο τελικό μίγμα κατεργασίας. Οι υπό 
δοκιμή ουσίες που είναι κυτταροτοξικές ήδη από επίπεδα 
συγκεντρώσεως κάτω των 5 πιρ/τρυβλίοή 5 μΙ/τρυβλίο θα 
πρέπει να υποβάλλονται στη δοκιμή μέχρι του επιπέδου 
της κυτταροτοξικής συγκέντρωσης. Το ίζημα δεν θα πρέ¬ 
πει να παρεμβαίνει στην εκτίμηση. 

Στα αρχικά πειράματα θα πρέπει να χρησιμοποιούνται 
τουλάχιστον πέντε διαφορετικές αναλύσιμες συγκεντρώ¬ 
σεις της υπό δοκιμή ουσίας με ημιλογαριθμικά περίπου 
διαστήματα (δηλ. VI0) μεταξύ των σημείων δοκιμής. Όταν 
διερευνάται η σχέση συγκέντρωσης/απόκρισης, μπορεί 
να είναι σκόπιμο να χρησιμοποιηθούν μικρότερα διαστή¬ 
ματα. Όταν αξιολογούνται ουσίες που περιέχουν σημα¬ 
ντικές ποσότητες δυνητικά μεταλλαξιγόνων προσμείξε¬ 
ων, μπορεί να εξεταστεί και η διενέργεια δοκιμής σε συ¬ 
γκεντρώσεις μεγαλύτερες από τα 5 πιρ/τρυβλίο ή 5 
μΙ/τρυβλίο. 

1.5.2.3 Αρνητικοί και θετικοί μάρτυρες 

Σε κάθε δοκιμή θα πρέπει να περιλαμβάνονται παράλ¬ 
ληλα και καλλιέργειες με εξειδικευμένους για το στέλε¬ 
χος θετικούς και αρνητικούς (διαλύτης ή φορέας) μάρτυ¬ 
ρες. Θα πρέπει να επιλέγονται συγκεντρώσεις θετικών 
μαρτύρων που αποδεικνύουν την αποτελεσματικότητα 
κάθε δοκιμής. 

Σε δοκιμές στις οποίες χρησιμοποιείται σύστημα μετα¬ 
βολικής ενεργοποίησης, ο ή οι θετικοί μάρτυρες αναφο¬ 
ράς θα πρέπει να επιλέγονται με βάση το είδος των χρη- 
σιμοποιουμένων βακτηριακών στελεχών. 

Παραδείγματα κατάλληλων θετικών μαρτύρων για δο¬ 
κιμές με μεταβολική ενεργοποίηση αποτελούν οι παρα¬ 
κάτω ουσίες: 


Αριθμοί ΟΑ8 

Αριθμοί ΕΙΝΕ05 

Ουσία 

781-43-1 

212-308-4 

9,1Ο-διμεθυλανθρακένιο 

57-97-6 

200-359-5 

7,12-διμεθυλοβενζ[α]ανθρακένιο 

50-32-8 

200-028-5 

βενζο[α]πυρένιο 

613-13-8 

210-330-9 

2-αμινοανθρακένιο 

50-18-0 

200-015-4 

Κυκλοφωσφα μίδ ιο 

6055-19-2 


μονοένυδρο Κυκλοφωσφαμίδιο 
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Η παρακάτω ουσία είναι ένας κατάλληλος θετικός μάρ¬ 
τυρας για τη μέθοδο αναγωγικής μεταβολικής ενεργο¬ 
ποίησης: 


Αριθμοί ΟΑ5 

Αριθμοί ΕΙΝΕ05 

Ουσία 

573-58-0 

209-358-4 

Ερυθρό του Κονγκό 


Το 2-αμινοανθρακένιο δεν θα πρέπει να χρησιμοποιείται 
ως αποκλειστικός δείκτης της αποτελεσματικότητας του 


39-μίγματος. Εάν χρησιμοποιηθεί 2-αμινοανθρακένιο, 
κάθε παρτίδα 39 θα πρέπει να χαρακτηρίζεται και με ένα 
μεταλλαξιγόνο που απαιτεί μεταβολική ενεργοποίηση 
από μικροσωμικά ένζυμα, π.χ. βενζο[α]πυρένιο, διμεθυ- 
λοβενζανθρακένιο. 

Οι ουσίες που ακολουθούν αποτελούν παραδείγματα 
εξειδικευμένων κατά στέλεχος θετικών μαρτύρων για δο¬ 
κιμές που εκτελούνται χωρίς εξωγενές σύστημα μεταβο¬ 
λικής ενεργοποίησης: 


Αριθμοί ΟΑ8 

Αριθμοί ΕΙΝΕ08 

Ουσία 

Στέλεχος 

26628-22-8 

247-852-1 

αζίδιο του νατρίου 

ΤΑ 1535 και ΤΑ 100 

607-57-8 

210-138-5 

2-νιτροφθορένιο 

ΤΑ 98 

90-45-9 

201-995-6 

9-αμινοακριδίνη 

ΤΑ 1537, ΤΑ 97 και ΤΑ 
973 

17070-45-0 

241-129-4 

ΙΟΚ 191 

ΤΑ 1537. ΤΑ 97 και ΤΑ 

973 

80-15-9 

201-254-7 

Υδροπεροξείδιο του 
κουμενίου 

ΤΑ 102 

50-07-7 

200-008-6 

Μιτομυκίνη 0 

\ΥΡ2 ιιντΑ και ΤΑ 102 

70-25-7 

200-730-1 

Ν-αιθυλο-Ν-νιτρο-Ν- 

νιτροζογουανιδίνη 

\ΥΡ2, \ΥΡ2ιινι·Α και 
\νΡ2υντΑ(ρΚΜ101) 

56-57-5 

200-281-1 

4-νιτροκινολιν-1 -οξείδιο 

\νΡ2, \νΡ2ιιντΑ και 
\νΡ2ιιντΑ(ρΚ.Μ101) 

3688-53-7 


Φουρυλοφουραμίδιο 

(ΑΡ2) 

στελέχη περιέχοντα 
πλασμίδιο 


Ως θετικοί μάρτυρες μπορούν να χρησιμοποιηθούν και 
άλλες κατάλληλες ουσίες αναφοράς. Εφόσον υπάρχουν, 
θα πρέπει να εξετάζεται η δυνατότητα χρήσης ως θετικών 
μαρτύρων ουσιών σχετικής χημικής τάξης. 

θα πρέπει να περιλαμβάνονται και αρνητικοί μάρτυρες, 
αποτελούμενοι από μόνο τον διαλύτη ή φορέα στο μέσο, 
χωρίς την υπό δοκιμή ουσία, και υποβαλλόμενοι στην ίδια 
κατεργασία με εκείνη των υπό δοκιμή καλλιεργειών, Επι¬ 
πλέον, θα πρέπει να χρησιμοποιούνται και μη υποβληθέ- 
ντες σε κατεργασία μάρτυρες εκτός αν υπάρχουν πρότε- 
ρα στοιχεία που αποδεικνύουν ότι ο επιλεγείς διαλύτης 
δεν επιφέρει επιβλαβή ή μεταλλαξιγόνα αποτελέσματα. 

1.5.3 Διαδικασία 

Στη μέθοδο της προσθήκης σετρυβλίο (1)(2)(3)(4), χω¬ 
ρίς μεταβολική ενεργοποίηση, αναμειγνύονται συνήθως 
0.05 γπΙ ή 0.1 γπΙ των διαλυμάτων δοκιμής, 0.1 γπΙ πρόσφα¬ 
της βακτηριακής καλλιέργειας (που περιέχει περίπου 1 08 
βιώσιμα κύτταρα) και 0.5 γπΙ στείρου ρυθμιστικού διαλύ¬ 
ματος με 2.0 πιΙ άγαρ επιστρώσεως. Στη δοκιμή με μετα¬ 
βολική ενεργοποίηση, αναμειγνύονται συνήθως 0.5 γπΙ μίγ¬ 
ματος μεταβολικής ενεργοποίησης που περιέχει κατάλλη¬ 
λη ποσότητα μεταμιτοχονδριακού κλάσματος (τηςτάξεως 
του 5 έως 30% ν/ν στο μίγμα μεταβολικής ενεργοποίησης) 
με το άγαρ επιστρώσεως (2.0 γπΙ) , μαζί μετά βακτήρια και 
την ουσία δοκιμής/διάλυμα δοκιμής. Το περιεχόμενο κάθε 
σωλήνα ανακατεύεται και φέρεται στην επιφάνεια τρυβλί- 
ου με ελάχιστο άγαρ. Το άγαρ επιστρώσεως αφήνεται να 
στερεοποιηθεί πριν από την επώαση. 


Στη μέθοδο της προεπωάσεως (2) (3) (5) (6), η ουσία δο- 
κιμής/διάλυμα δοκιμής προεπωάζεται με το υπό δοκιμή 
στέλεχος (που περιέχει περίπου 10 8 βιώσιμα κύτταρα) και 
στείρο ρυθμιστικό διάλυμα ή το σύστημα μεταβολικής 
ενεργοποίησης (0.5 γπΙ) συνήθως για 20 πιίη. ή και περισ¬ 
σότερο στους 30-37 ° θ πριν να αναμειχθεί με το άγαρ επι- 
στρώσεως και να επιστρωθεί στην επιφάνεια τρυβλίου με 
ελάχιστο άγαρ. Συνήθως, 0.05 ή 0.1 πιίτης υπό δοκιμή ου- 
σίας/διαλύματος δοκιμής, 0.1 πιΙ βακτηρίων και 0.5 γπΙ 39- 
μίγματος ή στείρου ρυθμιστικού αναμειγνύονται με 2,0 γπΙ 
άγαρ επιστρώσεως. Οι σωλήνες, κατά τη διάρκεια της 
πρωεπώασης, θα πρέπει να αερίζονται με τη χρήση ανα- 
ταράκτη. 

Γιατη σωστή εκτίμηση της διακύμανσης, σε κάθε επί¬ 
πεδο δόσεως θα πρέπει να χρησιμοποιείται τριπλή επί¬ 
στρωση. Εφόσον αιτιολογείται επιστημονικούς, μπορεί 
να χρησιμοποιηθεί και διπλή επίστρωση. Τυχαία απώ¬ 
λεια τρυβλίου δεν καθιστά κατ’ ανάγκη άκυρη τη δοκι¬ 
μή. 

Αέριες ή πτητικές ουσίες θα πρέπει να υποβάλλονται σε 
δοκιμή με κατάλληλες μεθόδους, όπως π.χ. σε σφραγι¬ 
σμένα δοχεία (12) (14) (15) (16). 

1.5.4 Επώαση 

Όλα τα τρυβλία σε μία δεδομένη δοκιμή θα πρέπει να 
επωάζονται στους 37°θ για 48-72 ώρες. Μετά την περίο¬ 
δο επώασης, μετράται ο αριθμός των ανάστροφων αποι¬ 
κιών ανάτρυβλίο. 
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2. ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

2.1 Επεξεργασία των αποτελεσμάτων 

Τα δεδομένα θα πρέπει να παρουσιάζονται ως ο αριθ¬ 
μός των ανάστροφων αποικιών ανά τρυβλίο. Θα πρέπει 
επίσης να δίνεται και ο αριθμός των ανάστροφων αποι¬ 
κιών στα τρυβλία που χρησιμοποιήθηκαν ως αρνητικός 
(διαλύτης-μάρτυρας και μη υποβληθείς σε κατεργασία 
μάρτυρας, εφόσον χρησιμοποιείται) και θετικός μάρτυ¬ 
ρας. Γ ιατην υπό δοκιμή ουσία καθώς και για τον θετικό και 
αρνητικό (μη κατεργασθείς και/ή διαλύτης) μάρτυρα θα 
πρέπει να δίνονται στοιχεία με τους επιμέρους κατά τρυ¬ 
βλίο αριθμούς, το μέσο αριθμό των ανάστροφων αποι¬ 
κιών ανά τρυβλίο καιτηντυπική απόκλιση. 

Δεν απαιτείται επαλήθευση των σαφών θετικών απο¬ 
κρίσεων. Τυχόν διφορούμενα αποτελέσματα θα πρέπει 
να αποσαφηνίζονται με περαιτέρω δοκιμές τροποποιώ¬ 
ντας κατά προτίμηση τις πειραματικές συνθήκες. Τα αρ¬ 
νητικά αποτελέσματα πρέπει να επιβεβαιώνονται κατά πε¬ 
ρίπτωση . Στις περιπτώσεις όπου δεν θεωρείται αναγκαία 
η επιβεβαίωση των αρνητικών αποτελεσμάτων, θα πρέπει 
να παρέχεται σχετική αιτιολόγηση. Στα επαναληπτικά πει¬ 
ράματα θα πρέπει να εξετάζεται η τροποποίηση των πα¬ 
ραμέτρων της δοκιμής ώστε να καλύπτουν όλη την έκτα¬ 
ση των εκτιμούμενων συνθηκών. Στις παραμέτρους που 
μπορούν να τροποποιηθούν περιλαμβάνεται το εύρος 
της συγκέντρωσης, η μέθοδος κατεργασίας (προσθήκη 
σε τρυβλίο ή προεπώαση σε υγρό περιβάλλον) και οι συν¬ 
θήκες μεταβολικής ενεργοποίησης. 

2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ¬ 
ΤΩΝ 

Για να θεωρηθεί ένα αποτέλεσμα ως θετικό εφαρμόζο¬ 
νται διάφορα κριτήρια όπως η σχετιζόμενη με την συγκέ¬ 
ντρωση αύξηση στην περιοχή δοκιμής και/ή μία αναπα- 
ραγώγιμη αύξηση υπό μία ή περισσότερες συγκεντρώ¬ 
σεις στον αριθμό των ανάστροφων αποικιών ανά τρυβλίο 
σε ένα τουλάχιστον στέλεχος με ή χωρίς σύστημα μετα¬ 
βολικής ενεργοποίησης (23). Θα πρέπει να εξετάζεται 
πρώτα η βιολογική σχετικότητα των αποτελεσμάτων. Ως 
βοήθημα στην αξιολόγηση των αποτελεσμάτων των δοκι¬ 
μών μπορούν να χρησιμοποιούνται και στατιστικές μέθο¬ 
δοι [24]. Εντούτοις, σε μία θετική απόκριση δεν θα πρέπει 
ως μοναδικός αποφασιστικός παράγοντας να λαμβάνεται 
η στατιστική σημαντικότητα. 

Εφόσοντα αποτελέσματα για μία υπό δοκιμή ουσία δεν 
πληρούν τα ανωτέρω κριτήρια, η ουσία αυτή θεωρείται 
ως μη μεταλλαξιγόνος στο σύστημα αυτό. 

Αν και τα περισσότερα πειράματα θα δίνουν σαφώς θε¬ 
τικά ή αρνητικά αποτελέσματα, σε σπάνιες περιπτώσεις 
τα δεδομένα ενδέχεται να μην επιτρέπουν τη εξαγωγή 
οριστικού συμπεράσματος σχετικά με τη δραστικότητα 
της υπό δοκιμή ουσίας. Τα αποτελέσματα μπορεί να πα¬ 
ραμένουν διφορούμενα ή αμφισβητήσιμα άσχετα με το 
πόσες φορές θα επαναληφθεί το πείραμα. 

Θετικά αποτελέσματα απάτη δοκιμή βακτηριακής ανά¬ 
στροφης μετάλλαξης δείχνουν ότι η υπό δοκιμή ουσία 
επάγει σημειακές μεταλλάξεις με υποκαταστάσεις βάσε¬ 
ων ή αλλαγές πλαισίου στο γονιδίωμα της δαΙπιοηθΙΙα 
ΙγρΝηιυπυιτι και/ή ΕδοίΐθποίιίΒ σοΙί . Αρνητικά αποτελέ¬ 
σματα δείχνουν ότι, υπό τις συνθήκες της δοκιμής, η υπό 
δοκιμή ουσία δεν είναι μεταλλαξιγόνος στο εξεταζόμενο 
είδος. 


3. ΕΚΘΕΣΗ ΑΝΑΦΟΡΑΣ 

ΕΚΘΕΣΗ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η έκθεση δοκιμής πρέπει να περιλαμβάνει τα ακόλου¬ 
θα στοιχεία: 

Διαλύτης/Φορέας 

• αιτιολόγηση της επιλογής του διαλύτη/φορέα, 

• διαλυτότητα και σταθερότητα της υπό δοκιμή ουσίας 
στο διαλύτη/φορέα, εφόσον είναι γνωστές, 

Στελέχη: 

• χρησιμοποιηθέντα στελέχη, 

• αριθμό κυττάρων ανά καλλιέργεια, 

• χαρακτηριστικά των στελεχών. 

Συνθήκες δοκιμής: 

• ποσότητα της υπό δοκιμή ουσίας ανά τρυβλίο 
(πιρ/τρυβλίο ή μΙ/τρυβλίο) με αιτιολόγηση της επιλογής 
της δόσεως και του αριθμού των τρυβλίων ανά συγκέ¬ 
ντρωση, 

• χρησιμοποιηθέν θρεπτικό μέσο, 

• τύπο και σύσταση του συστήματος μεταβολικής ενερ¬ 
γοποίησης, συμπεριλαμβανομένων και των κριτηρίων 
αποδοχής, 

• διαδικασίες κατεργασίας. 

Αποτελέσματα: 

• σημάδια τοξικότητας, 

• σημάδια καθίζησης, 

• επιμέρους κατά τρυβλίο αποτελέσματα μετρήσεων, 

• το μέσο αριθμό των ανάστροφων αποικιών ανά τρυ¬ 
βλίο καιτηντυπική απόκλιση, 

• σχέση δόσης-απόκρισης, όπου είναι δυνατό, 

• στατιστικές αναλύσεις, εφόσον υπάρχουν, 

• παράλληλα στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύ- 
της/φορέας) και θετικούς μάρτυρες, με εύρη, μέσεςτιμές 
και τυπικές αποκλίσεις. 

• προϋπάρχοντα στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύ- 
της/φορέας) και θετικούς μάρτυρες, με εύρη, μέσεςτιμές 
και τυπικές αποκλίσεις. 

Εξέταση των αποτελεσμάτων. 

Συμπεράσματα. 
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Παράρτημα 2Ε 

Β. 17. ΜΕΤΑΛΛΑΞΙΓΕΝΕΣΗ- ΙΝ νίΤΒΟ 
ΔΟΚΙΜΗ ΚΥΤΤΑΡΙΚΗΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ 
ΜΕΤΑΛΛΑΞΗΣ ΣΕ ΘΗΛΑΣΤΙΚΑ 

1. ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος αποτελεί αντιγραφή της ΟΕΟϋ ΤΟ 
476, Ιη νίίΓΟ ΜαπιΠΊθΙίβη ΟθΙΙ Οθπθ ΜυΙθϋοη Τθδί (1997). 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η ίη νίίΓΟ δοκιμή κυτταρικής γονιδιακής μετάλλαξης 
στα θηλαστικά μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευ¬ 
ση γονιδιακών μεταλλάξεων που προκαλούνται από χημι¬ 
κές ουσίες. Στις κατάλληλες κυτταρικές σειρές περιλαμ¬ 
βάνονται ί5178Υ λεμφωματικά κύτταρα ποντικού, οι 
ΟΗΟ, 0Η0-Α552 και ν79 σειρές κυττάρων κινέζικου κρι- 
κητού καιΤΚ6 ανθρώπινα λεμφοβλαστοειδή κύτταρα (1). 
Στις κυτταρικές αυτές σειρές τα συνηθέστερα χρησιμο¬ 
ποιούμενα γενετικά τελικά σημεία μετρούν μετάλλαξη σε 
θυμιδινο κινάση (ΤΚ) και φωσφοριβοζυλο τρανσφεράση 
υποξανθίνης-γουανίνης (ΗΡΒΤ) καθώς και ένα διαγονίδιο 
φωσφοριβοζυλο τρανσφεράσης ξανθίνης-γουανίνης 
(ΧΡΒΤ). Οι δοκιμές μετάλλαξης ΤΚ, ΗΡΒΤ και ΧΡΒΤ ανι- 
χνεύουν διάφορα φάσματα γενετικών συμβάντων. Το γε¬ 
γονός ότι οι ΤΚ και ΧΡΒΤ βρίσκονται σε αυτοσώματα μπο¬ 
ρεί να επιτρέψει την ανίχνευση γενετικών συμβάντων (π.χ. 
μεγάλες απαλείψεις) που δεν ανιχνεύονται στο γενετικό 
τόπο ΗΡΒΤ σε Χ-χρωμοσώματα (2) (3) (4) (5) (6). 

Στην ίη νίίΓΟ δοκιμή κυτταρικής γονιδιακής μετάλλαξης 
σε θηλαστικά, μπορούν να χρησιμοποιηθούν καλλιέργει¬ 
ες καθιερωμένων κυτταρικών σειρών ή κυτταρικών στε¬ 
λεχών. Τα χρησιμοποιούμενα κύτταρα επιλέγονται με βά¬ 
ση την ικανότητα ανάπτυξής τους σε καλλιέργεια και τη 
σταθερότητα της συχνότητας αυθόρμητης μετάλλαξης. 

Στις δοκιμές που διεξάγονται ίη νίίΓΟ απαιτείται εν γένει 
η χρήση εξωγενούς πηγής μεταβολικής ενεργοποίησης. 
Το σύστημα αυτό μεταβολικής ενεργοποίησης δεν μπο¬ 
ρεί να μιμηθεί εξ ολοκλήρου τις ίη νίνο συνθήκες των θη¬ 
λαστικών. Πρέπει να λαμβάνεται πρόνοια ώστε να απο¬ 
φεύγονται συνθήκες που μπορεί να οδηγήσουν στη λήψη 
αποτελεσμάτων τα οποία δεν αντιπροσωπεύουν εγγενή 
μεταλλαξιγένεση. Θετικά αποτελέσματα που δεν αντικα¬ 
τοπτρίζουν εγγενή μεταλλαξιγένεση μπορεί να προέρχο¬ 
νται από αλλαγές στο ρΗ, την οσμωμοριακότητα ή υψηλά 
επίπεδα κυτταροτοξικότητας (7). 

Η παρούσα δοκιμή χρησιμοποιείται για τον εντοπισμό 
πιθανών μεταλλαξιγόνων και καρκινογόνων στα θηλαστι- 
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κά. Πολλές ενώσεις που εμφανίζονται θετικές στην πα¬ 
ρούσα δοκιμή είναι καρκινογόνες για τα θηλαστικά. 
Εντούτοις, δεν υπάρχει απόλυτη συσχέτιση μεταξύ αυτής 
της δοκιμής και του φαινομένου της καρκινογένεσης. Η 
συσχέτιση εξαρτάται από τη χημική τάξη και υπάρχουν 
αύξουσες ενδείξεις ότι υπάρχουν καρκινογόνο που δεν 
ανιχνεύονται από τη δοκιμή αυτή γιατί δρουν μέσω άλ¬ 
λων, μη γονοτοξικών μηχανισμών ή μηχανισμών που 
απουσιάζουν στα βακτηριακά κύτταρα (6). 

Βλ. επίσης Γενική εισαγωγή Μέρος Β. 

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ 

Εξελικτική μετάλλαξη: γονιδιακή μετάλλαξη από το γο¬ 
νικό τύπο προς το προϊόν μετάλλαξης που προκαλεί αλ¬ 
λοίωση ή απώλεια της ενζυματικής δραστικότητας της 
λειτουργίας της κωδικοποιημένης πρωτεΐνης. 

Μεταλλαξιγόνα υποκατάστασης ζευγών βάσεων: ου¬ 
σίες που προκαλούν υποκατάσταση ενός ή περισσοτέ¬ 
ρων ζευγών βάσεων στο ΩΝΑ. 

Μεταλλαξιγόνα αλλαγής πλαισίου: Ουσίες που προκα¬ 
λούν προσθήκη ή απάλειψη ενός ή πολλών ζευγών βάσε¬ 
ων στο μόριο ϋΝΑ. 

Χρόνος φαινοτυπικής έκφρασης: περίοδος κατά την 
οποία μη αλλοιωμένα γονιδιακά προϊόντα υφίστανται μεί¬ 
ωση από νεωστί μεταλλαγμένα κύτταρα. 

Συχνότητα προϊόντων μετάλλαξης: ο αριθμός των πα- 
ρατηρουμένων μεταλλαγμένων κυττάρων δια του αριθ¬ 
μού βιώσιμων κυττάρων. 

Σχετική συνολική ανάπτυξη: αύξηση του αριθμού των 
κυττάρων με το χρόνο σε σύγκριση με ένα κυτταρικό πλη- 
θυσμό-μάρτυρα. Υπολογίζεται ως το γινόμενο της ανά¬ 
πτυξης εναιωρήματος σε σχέση με τον αρνητικό μάρτυρα 
επί την αποτελεσματικότητα κλωνοποίησης σε σχέση με 
τον αρνητικό μάρτυρα. 

Σχετική ανάπτυξη εναιωρήματος: αύξηση του αριθμού 
των κυττάρων κατά την περίοδο έκφρασης σε σχέση με 
τον αρνητικό μάρτυρα. 

Βιωσιμότητα: η αποτελεσματικότητα κλωνοποίησης 
των κατεργασμένων κυττάρων στο χρόνο της επίστρω¬ 
σης σε τρυβλίο υπό επιλεκτικές συνθήκες μετά την πε¬ 
ρίοδο έκφρασης. 

Επιβίωση: η αποτελεσματικότητα κλωνοποίησης των 
κατεργασμένων κυττάρων όταν επιστρώνονται σε τρυ¬ 
βλίο στο τέλος της περιόδου κατεργασίας. Η επιβίωση εκ¬ 
φράζεται συνήθως σε σχέση με την επιβίωση του κυττα¬ 
ρικού πληθυσμού-μάρτυρα. 

1.3 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Τα κύτταρα που παρουσιάζουν έλλειψη θυμιδινο κινά- 
σης (ΤΚ) λόγω της μετάλλαξης ΤΚ +/ -> ΤΚ' παρουσιάζουν 
αντίσταση στην κυτταροτοξική επίδραση του πυριμιδινι- 
κού αναλόγου τριφθοροθυμιδίνη (ΤΡΤ). Τα κύτταρα με 
θυμιδινο κινάση είναι ευαίσθητα στην ΤΡΤ, πράγμα το 
οποίο εμποδίζει τον κυτταρικό μεταβολισμό και σταματά¬ 
ει την περαιτέρω κυτταρική διαίρεση. Έτσι, τα μεταλλαγ¬ 
μένα κύτταρα μπορούν να πολλαπλασιάζονται παρουσία 
ΤΡΤ, ενώ τα κανονικά κύτταρα, τα οποία περιέχουν θυμι- 
δινοκινάση, δεν μπορούν. Ομοίως, κύτταρα τα οποία πα¬ 
ρουσιάζουν έλλειψη σε ΗΡΡΙΤ ή ΧΡΒΤ επιλέγονται επειδή 
παρουσιάζουν αντίσταση στην 6-θειογουανίνη (ΤΟ) ή 8- 
αζαγουανίνη (ΑΟ). Εάν σε κάποια από τις δοκιμές κυττα¬ 
ρικής γονιδιακής μετάλλαξης σε θηλαστικά υποβάλλεται 
σε δοκιμή ανάλογη βάση ή ένωση σχετική με τον παράγο¬ 
ντα επιλογής, θα πρέπει να εξετάζονται προσεκτικά οι 
ιδιότητες της υπό δοκιμή ουσίας. Για παράδειγμα, θα 


πρέπει να διερευνάται οποιαδήποτε τυχόν υπόνοια επιλε¬ 
κτικής τοξικότητας της υπό δοκιμή ουσίας έναντι των με¬ 
ταλλαγμένων και μη κυττάρων. Κατά την υποβολή λοιπόν 
σε δοκιμή χημικών ουσιών που έχουν σχέση από πλευράς 
δομής με τον παράγοντα επιλογής, θα πρέπει να επιβε¬ 
βαιώνεται η απόδοση του συστήματος επιλογής/παράγο- 
ντα (8). 

Τα υπό μορφή εναιωρήματος ή μονοστρωματικής καλ¬ 
λιέργειας κύτταρα εκτίθενται στην υπό δοκιμή ουσία, με 
και χωρίς μεταβολική ενεργοποίηση, για κατάλληλο χρο¬ 
νικό διάστημα και κατόπιν φέρονται σε υποκαλλιέργειες 
για τον προσδιορισμό της κυτταροτοξικότητας και για να 
επιτραπεί η φαινοτυπική έκφραση πριν από την επιλογή 
των προϊόντων μετάλλαξης (9)(10)(11)(12)(13). Η κυττα¬ 
ροτοξικότητα προσδιορίζεται συνήθως μετρώντας τη 
σχετική αποτελεσματικότητα κλωνοποίησης (επιβίωση) ή 
τη σχετική συνολική ανάπτυξη των καλλιεργειών μετά την 
περίοδο κατεργασίας. Οι κατεργαζόμενες καλλιέργειες 
διατηρούνται σε θρεπτικό μέσο για ικανό χρονικό διάστη¬ 
μα που είναι χαρακτηριστικό για κάθε επιλεγόμενο γενε¬ 
τικό τόπο και κυτταρικό τύπο, ώστε να μπορέσει να επι¬ 
τευχθεί η άριστη δυνατή φαινοτυπική έκφραση των προ- 
κληθεισών μεταλλάξεων. Η συχνότητα των προϊόντων 
μετάλλαξης προσδιορίζεται ανακαλλιεργώντας γνω¬ 
στούς αριθμούς κυττάρων σε θρεπτικό μέσο που περιέχει 
τον παράγοντα επιλογής για την ανίχνευση μεταλλαγμέ¬ 
νων κυττάρων και σε θρεπτικό μέσο χωρίς παράγοντα επι¬ 
λογής για τον προσδιορισμό της αποτελεσματικότητας 
κλωνοποίησης (βιωσιμότητα). Έπειτα από κατάλληλο 
χρόνο επωάσεως, μετρώνται οι αποικίες. Η συχνότητα 
των προϊόντων μετάλλαξης εξάγεται από τον αριθμό των 
μεταλλαγμένων αποικιών στο μέσο επιλογής και τον αριθ¬ 
μό των αποικιών σε μη επιλεκτικό μέσο. 

1.4 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

1.4.1 Προετοιμασίες 

1.4.1.1 Κύτταρα 

Υπάρχουν διάφοροι κυτταρικοί τύποι που μπορούν να 
χρησιμοποιηθούν στη δοκιμή αυτή, στους οποίους περι¬ 
λαμβάνονται υποκλώνοι των 15178Υ, ΟΗΟ, ΟΗΟ-Α352, 
\/79 ή ΤΚ6 κυττάρων. Οι κυτταρικοί τύποι που χρησιμο¬ 
ποιούνται στη δοκιμή αυτή θα πρέπει να έχουν αποδε¬ 
δειγμένη ευαισθησία σε χημικά μεταλλαξιγόνα, υψηλή 
αποτελεσματικότητα κλωνοποίησης και σταθερή αυ¬ 
θόρμητη συχνότητα προϊόντων μετάλλαξης. Τα κύτταρα 
θα πρεπει να ελέγχονται για τυχόν παρουσία μυκοπλά- 
σματος και εφόσον είναι μολυσμένα να μη χρησιμοποι¬ 
ούνται. 

Η δοκιμή θα πρέπει να σχεδιάζεται έτσι ώστε να έχει 
προκαθορισμένη ευαισθησία και ισχύ. Ο αριθμόςτων κυτ¬ 
τάρων, οι καλλιέργειες και οι συγκεντρώσεις της υπό δο¬ 
κιμή ουσίας θα πρέπει να αντικατοπτρίζουν αυτές τις κα¬ 
θορισμένες παραμέτρους (14). Ο ελάχιστος αριθμός βιώ¬ 
σιμων κυττάρων που επιζούν της κατεργασίας και 
χρησιμοποιούνται σε κάθε στάδιο της δοκιμής θα πρέπει 
να βασίζεται στη συχνότητα αυθόρμητης μετάλλαξης. 
Ένας γενικός κανόνας είναι να χρησιμοποιείται αριθμός 
κυττάρων που να είναι τουλάχιστον δεκαπλάσιος του 
αντιστρόφου της συχνότητας αυθόρμητης μετάλλαξης. 
Συνιστάται πάντως να χρησιμοποιούνται τουλάχιστον 106 
κύτταρα. Θα πρέπει να υπάρχει ιστορικό κατάλληλων 
στοιχείων για το χρησιμοποιούμενο κυτταρικό σύστημα 
που να αποδεικνύει τη συνεπή αποδοτικότητα της δοκι¬ 
μής. 
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1.4.1.2 Θρεπτικά μέσα και συνθήκες καλλιέργειας 

Θα πρέπει να χρησιμοποιούνται κατάλληλα μέσα καλ¬ 
λιέργειας και συνθήκες επωάσεως (δοχεία καλλιέργειας, 
θερμοκρασία, συγκέντρωση 002 και υγρασία). Τα θρε¬ 
πτικά μέσα θα πρέπει να επιλέγονται ανάλογα με τα συ¬ 
στήματα επιλογής και τον κυτταρικό τύπο που χρησιμο¬ 
ποιούνται στη δοκιμή. Παίζει σημαντικό ρόλο οι συνθήκες 
καλλιέργειας να επιλέγονται έτσι ώστε να διασφαλίζεται 
η άριστη ανάπτυξη των κυττάρων κατά τη διάρκεια της 
περιόδου εκφράσεως και η ικανότητα σχηματισμού αποι¬ 
κιών μεταλλαγμένων και μη κυττάρων. 

1.4.1.3 Προετοιμασία των καλλιεργειών 

Τα κύτταρα πολλαπλασιάζονται από έτοιμες καλλιέρ¬ 
γειες, ανακαλλιεργούνται σε θρεπτικό μέσο και επωάζο¬ 
νται στους 37°Θ. Πριν να χρησιμοποιηθούν στη δοκιμή 
αυτή, οι καλλιέργειες ενδέχεται να χρειάζεται να καθαρι¬ 
στούν από προϋπάρχοντα μεταλλαγμένα κύτταρα. 

1.4.1.4 Μεταβολική ενεργοποίηση 

Τα κύτταρα θα πρέπει να εκτίθενται στην υπό δοκιμή 
ουσία παρουσία και απουσία κατάλληλου συστήματος 
μεταβολικής ενεργοποίησης. Το συνηθέστερα χρησιμο¬ 
ποιούμενο σύστημα είναι ένα μεταμιτοχονδριακό κλάσμα 
εμπλουτισμένο με συμπαράγοντα (39) που παρασκευά¬ 
ζεται από ήπαρ τρωκτικών που έχει υποβληθεί σε κατερ¬ 
γασία με ενζυμοεπαγωγικούς παράγοντες όπως : ΑγοοΙογ 
1254 (15) (16)(17)(18) ή μίγμα φαινοβαρβιτόνης και β-να- 
φθοφλαβόνης (19) (20). 

Το μεταμιτοχονδριακό κλάσμα χρησιμοποιείται συνή¬ 
θως σε συγκεντρώσεις της τάξεως του 1-10% ν/ν στο τε¬ 
λικό μέσο δοκιμής. Η επιλογή και κατάσταση ενός συστή¬ 
ματος μεταβολικής ενεργοποίησης μπορεί να εξαρτάται 
από την τάξη της υπό δοκιμή χημικής ουσίας. Σε ορισμέ¬ 
νες περιπτώσεις μπορεί να χρειάζεται να χρησιμοποιη¬ 
θούν περισσότερες από μία συγκεντρώσεις μεταμιτοχον- 
δριακού κλάσματος. 

Με ορισμένες αλλαγές, στις οποίες περιλαμβάνεται και 
η παρασκευή επεξεργασμένων με μεθόδους γενετικής 
μηχανικής κυτταρικών σειρών που εκφράζουν ειδικά 
ενεργοποιητικά ένζυμα, ενδέχεται να μπορεί να γίνει και 
ενδογενής ενεργοποίηση. Η επιλογή των χρησιμοποιου- 
μένων κυτταρικών σειρών πρέπει να αιτιολογείται επιστη- 
μονικώς (π.χ. από τη σχέση του κυτοχρωμικού Ρ450 ισο- 
ενζύμου στο μεταβολισμό της υπό δοκιμή ουσίας). 

1.4.1.5 Υπό δοκιμή ουσία/Προετοιμασία 

Οι στερεές υπό δοκιμή ουσίες πρέπει να διαλύονται ή 
να τίθενται υπό μορφή εναιωρήματος σε κατάλληλους 
διαλύτες ή φορείς και να αραιώνονται εφόσον απαιτείται 
πριν απάτην κατεργασία των κυττάρων. Οι υγρές ουσίες 
μπορούν να προστίθενται απευθείας στα συστήματα δο¬ 
κιμής και/ή να αραιώνονται πριν από την κατεργασία. 
Πρέπει να χρησιμοποιούνται πρόσφατα παρασκευάσμα¬ 
τα της υπό δοκιμή ουσίας εκτός κι αν τα σχετικά με τη στα¬ 
θερότητα της ουσίας στοιχεία επιτρέπουν τη χρήση έτοι¬ 
μων παρασκευασμάτων. 

1.4.2 Συνθήκες δοκιμής 

1.4.2.1 Διαλύτης/φορέας 

Δεν πρέπει να υπάρχουν υπόνοιες για πιθανή χημική 
αντίδραση του διαλύτη/φορέα με την υπό δοκιμή ουσία 
ενώ θα πρέπει να είναι συμβατός με την επιβίωση των κυτ¬ 
τάρων και τη δραστικότητα 39. Εφόσον ο χρησιμοποιού¬ 


μενος διαλύτης/φορέας δεν ανήκει στους γνωστούς, η 
χρήση του θα πρέπει να στηρίζεται στην ύπαρξη στοιχεί¬ 
ων που αποδεικνύουν τη συμβατότητά του. Συνιστάται, 
εφόσον είναι δυνατό, να εξετάζεται πρώτα η χρήση ενός 
υδατικού διαλύτη/φορέα. Όταν εξετάζονται ουσίες που 
δεν είναι σταθερές στο νερό, οι χρησιμοποιούμενοι ορ¬ 
γανικοί διαλύτες θα πρέπει να είναι απαλλαγμένοι ύδα- 
τος. Το νερό μπορεί να αφαιρεθεί με την προσθήκη μο¬ 
ριακού κοσκίνου. 

1.4.2.2 Συγκεντρώσεις εκθέσεως 

Μεταξύ των κριτηρίων που πρέπει να λαμβάνονται υπό¬ 
ψη όταν καθορίζεται η μέγιστη προς χρήση συγκέντρωση 
είναι η κυτταροτοξικότητα, η διαλυτότητα στο σύστημα 
δοκιμής και οι μεταβολές στο ρΗ ή την οσμωμομοριακό- 
τητα. 

Η κυτταροτοξικότητα θα πρέπει να προσδιορίζεται με 
και χωρίς μεταβολική ενεργοποίηση στο κύριο πείραμα 
χρησιμοποιώντας μία κατάλληλη ένδειξη της ακεραιότη¬ 
τας και ανάπτυξης των κυττάρων όπως η σχετική αποτε- 
λεσματικότητα κλωνοποίησης (επιβίωση) ή η σχετική συ¬ 
νολική ανάπτυξη. Χρήσιμο μπορεί να είναι ο προσδιορι¬ 
σμός της κυτταροτοξικότητας και διαλυτότητας να γίνει 
σε ένα προκαταρκτικό πείραμα. 

Για την ανάλυση θα πρέπει να χρησιμοποιούνται τέσ- 
σεριςτουλάχιστον συγκεντρώσεις. Εφόσον εμφανίζονται 
φαινόμενα κυτταροτοξικότητας, οι συγκεντρώσεις αυτές 
θα πρέπει να καλύπτουν μία περιοχή από τη μέγιστη μέχρι 
μικρή ή και μηδενική τοξικότητα. Αυτό σημαίνει συνήθως 
ότι οι συγκεντρώσεις δεν θα πρέπει να διαφέρουν περισ¬ 
σότερο από ένα συντελεστή μεταξύ 2 και λ/10. Εφόσον η 
μέγιστη συγκέντρωση βασίζεται στην κυτταροτοξικότη¬ 
τα, θα πρέπει να έχει ως αποτέλεσμα ένα ποσοστό 10- 
20% (όχι όμως λιγότερο από 10%) σχετικής επιβίωσης 
(σχετικής αποτελεσματικότητας κλωνοποίησης) ή σχετι¬ 
κής συνολικής ανάπτυξης. Για σχετικώς μη κυτταροτοξι- 
κές ουσίες, η μέγιστη συγκέντρωση δοκιμής θα πρέπει να 
είναι 5 μΙ/πιΙ, 5 πιοι/πιΙ ή 0.01 Μ, όποια από τις τρεις είναι 
χαμηλότερη. 

Σχετικά αδιάλυτες ουσίες θα πρέπει να υποβάλλονται 
σε δοκιμή μέχριή καιπέραντου ορίου διαλυτότητάςτους 
υπό τις συνθήκες καλλιέργειας. Τα σχετικά με τη δυσδια- 
λυτότητα στοιχεία θα πρέπει να προσδιορίζονται στο τε¬ 
λικό μέσο κατεργασίας στο οποίο εκτίθενται τα κύτταρα. 
Μπορεί να είναι χρήσιμο να υπολογιστεί η διαλυτότητα 
στην αρχή και το πέρας της κατεργασίας καθώς η διαλυ¬ 
τότητα μπορεί να αλλάζει κατά τη διάρκεια της έκθεσης 
στο σύστημα δοκιμής λόγω της παρουσίας κυττάρων, 39, 
ορού, κλπ. Η μέγιστη διαλυτότητα μπορεί να ανιχνευθεί 
με γυμνό οφθαλμό. Το ίζημα δεν πρέπει να παρεμβαίνει 
στα αποτελέσματα της εκτίμησης. 

1.4.2.3 Μάρτυρες 

Σε κάθε πείραμα θα πρέπει να περιλαμβάνονται και καλ¬ 
λιέργειες με θετικούς και αρνητικούς μάρτυρες (διαλύ¬ 
της ή φορέας), με και χωρίς μεταβολική ενεργοποίηση. 
Όταν χρησιμοποιείται μεταβολική ενεργοποίηση, ως θε¬ 
τικός μάρτυρας θα πρέπει να χρησιμοποιείται ουσία που 
απαιτεί ενεργοποίηση για την παροχή μεταλλαξιγόνου 
απόκρισης. 
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Παραδείγματα ουσιών-θετικών μαρτύρων είναι: 


Μεταβολική 

Γενετικός τόπος 

Ουσία 

Αριθ. ΟΑ8 

Αριθ. 

ενεργοποίηση 




ΕΙΝΕΟδ 

Απουσία 

ΗΡΚΤ 

Μεθανοσουλιρονικός 

62-50-0 

200-536-7 

εξωγενούς 


αιθυλεστέρας 



μεχαβολικης 

ενεργοποίησης 


Α ιθυλον ιτρ οζουρ ία 

759-73-9 

212-072-2 


ΤΚ (μικρές και 

Μεθανοσουλφονικός 

66-27-3 

200-625-0 


μεγάλες αποικίες) 

μεθυλεστέρας 




ΧΡΡ.Τ 

Μεθανοσουλφονικός 

62-50-0 

200-536-7 



αιθυλεστέρας 

759-73-9 

212-072-2 



Αιθυλο νιτροζουρία 



Παρουσία 

εξωγενούς 

ΗΡΚ.Τ 

3-Μεθυλοχολανθρένιο 

56-49-5 

200-276-4 

μεχαβολικης 


Ν -Ν ιτ ροζωδιμεθυλαμίνη 

62-75-9 

200-549-8 

ενεργοπο ίη σης 


7,12-Διμεθυλοβενζανθρακένιο 

57-97-6 

200-359-5 


ΤΚ (μικρές και 

Κυκλοφωσφαμίδιο 

50-18-0 

200-015-4 


μεγάλες αποικίες) 

Μονοένυδρο κυκλοφωσφαμίδιο 

6055-19-2 




Βενζο[α]7τυρένιο 

50-32-8 

200-028-5 



3-Μεθυλοχολανθρένιο 

56-49-5 

200-276-5 


ΧΡΚΤ 

Ν-Νιτροζωδιμεθυλαμίνη (για 

62-75-9 

200-549-8 



υψηλά επίπεδα 89) 





Βενζο{α]πυρένιο 

50-32-8 

200-028-5 


Ως θετικοί μάρτυρες αναφοράς μπορούν να χρησιμο¬ 
ποιηθούν και άλλες ουσίες, π.χ. εάν ένα εργαστήριο έχει 
ένα ιστορικό με στοιχεία για την 5-Βρωμο-2'-δεοξυουριδί- 
νη [αριθμ ΘΑ3 59-14-3, αριθμ. ΕΙΝΕΘ3 200-415-9], μπορεί 
να χρησιμοποιηθεί και αυτή η ουσία αναφοράς. Εφόσον 
υπάρχουν, θα πρέπει να εξετάζεται η χρήση ως θετικών 
μαρτύρων ουσιών σχετικής χημικής τάξης. 

Θα πρέπει να περιλαμβάνονται και αρνητικοί μάρτυρες, 
αποτελούμενοι από μόνο τον διαλύτη ή το φορέα στο μέ¬ 
σο κατεργασίας, και κατεργασμένοι με τον ίδιο τρόπο με 
εκείνο των καλλιεργειών της υπό δοκιμή ουσίας, Επιπλέ¬ 
ον, θα πρέπει να χρησιμοποιούνται και μη υποστάντες 
επεξεργασία μάρτυρες εκτός αν υπάρχουν πρότερα 
στοιχεία που αποδεικνύουν ότι ο επιλεγείς διαλύτης δεν 
επιφέρει επιβλαβή ή μεταλλαξιγόνα αποτελέσματα. 

1.4.3 Διαδικασία 

1.4.3.1 Κατεργασία με την υπό δοκιμή ουσία 

Πολλαπλασιασθέντα κύτταρα θα πρέπει να εκτίθενται 
στην υπό δοκιμή ουσία με και χωρίς μεταβολική ενεργο¬ 
ποίηση. Η έκθεση θα πρέπει να διαρκεί για κατάλληλο 
χρονικό διάστημα (συνήθως τρεις έως έξι ώρες είναι αρ¬ 
κετό) . Ο χρόνος έκθεσης μπορεί να αντιστοιχεί σε ένα ή 
περισσότερους κυτταρικούς κύκλους. 

Για κάθε συγκέντρωση, μπορούν να χρησιμοποιηθούν 
απλές ή διπλές καλλιέργειες της υπό δοκιμή ουσίας. 
Όταν χρησιμοποιούνται απλές καλλιέργειες, ο αριθμός 
των συγκεντρώσεων θα πρέπει να αυξάνεται ώστε να εξα¬ 
σφαλίζεται ο κατάλληλος αριθμός καλλιεργειών για ανά¬ 
λυση (π.χ. τουλάχιστον 8 προς ανάλυση συγκεντρώσεις). 
Οι καλλιέργειες που χρησιμοποιούνται για αρνητικοί μάρ¬ 
τυρες (διαλύτης), θα πρέπει να είναι εις διπλούν. 


Οι αέριες ή πτητικές ουσίες θα πρέπει να εξετάζονται 
με κατάλληλες μεθόδους, όπως π.χ. σε σφραγισμένα δο¬ 
χεία καλλιέργειας (21) (22). 

1.4.3.2 Μέτρηση επιβίωσης, βιωσιμότητας και συχνό¬ 
τητας προϊόντων μετάλλαξης 
Στο τέλος της περιόδου έκθεσης, τα κύτταρα πλένονται 
και καλλιεργούνται για τον προσδιορισμό της επιβίωσης 
και για να μπορέσει να επιτευχθεί η έκφραση του φαινο¬ 
τύπου των προϊόντων μετάλλαξης. Η μέτρηση της κυττα¬ 
ροτοξικότητας με τον προσδιορισμό της σχετικής αποτε- 
λεσματικότητας κλωνοποίησης (επιβίωσης) ή της σχετι¬ 
κής συνολικής ανάπτυξης των καλλιεργειών γίνεται 
συνήθως μετά την περίοδο κατεργασίας. 

Κάθε γενετικός τόπος έχει καθορισμένες χρονικές 
απαιτήσεις για να πραγματοποιηθεί η κατ’ ουσία άριστη 
φαινοτυπική έκφραση προσφάτως παραχθέντων προϊό¬ 
ντων μετάλλαξης (οι ΗΡΒΤ και ΧΡΒΤ απαιτούν τουλάχι¬ 
στον 6-8 ημέρες και η ΤΚτουλάχιστον 2 ημέρες). Τα κύτ¬ 
ταρα αυξάνονται σε θρεπτικό μέσο με και χωρίς παράγο¬ 
ντα ή παράγοντες επιλογής για τον προσδιορισμό του 
αριθμού τωνπροϊόντων μετάλλαξης και της αποτελεσμα- 
τικότητας κλωνοποίησης, αντίστοιχα. Η μέτρηση της βιω¬ 
σιμότητας (που χρησιμοποιείται για τον υπολογισμό της 
συχνότητας προϊόντων μετάλλαξης) ξεκινά στο τέλος του 
χρόνου έκφρασης με επίστρωση σε μη επιλεκτικό μέσο. 

Εάν η υπό δοκιμή ουσία είναι θετική στη δοκιμή Ι_5178Υ 
ΤΚ +Α , θα πρέπει να πραγματοποιείται μέτρηση μεγέθους 
των αποικιών σε μία τουλάχιστον από τις καλλιέργειες της 
δοκιμής (με την υψηλότερη θετική συγκέντρωση) καθώς 
και στον αρνητικό και θετικό μάρτυρα. Εάν η υπό δοκιμή 
ουσία είναι αρνητική στη δοκιμή 15178Υ ΤΚ +, ', θα πρέπει 
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να πραγματοποιείται μέτρηση μεγέθους αποικιών στον 
αρνητικό και θετικό μάρτυρα. Σε δοκιμές στις οποίες χρη¬ 
σιμοποιείται ΤΚ6ΤΚ +, ', μπορεί επίσης να γίνει μέτρηση με¬ 
γέθους αποικιών. 

2. ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Στα λαμβανόμενα στοιχεία θα πρέπει να περιλαμβάνε¬ 
ται προσδιορισμός της κυτταροτοξικότητας και βιωσιμό¬ 
τητας, ο αριθμός των αποικιών και η συχνότητα των προϊ¬ 
όντων μετάλλαξης και για τις υπό δοκιμή καλλιέργειες και 
για τους μάρτυρες. Σε περίπτωση θετικής αποκρίσεως 
στη δοκιμή Ε5178Υ ΤΚ +/_ , οι αποικίες καταμετρούνται με 
βάση τα κριτήρια για τις μικρές και μεγάλες αποικίες για 
μία τουλάχιστον συγκέντρωση της υπό δοκιμή ουσίας 
(μέγιστη θετική συγκέντρωση) και στον αρνητικό και τον 
θετικό μάρτυρα. Η μοριακή και κυτταρογενετική φύση και 
των μικρών και των μεγάλων αποικιών προϊόντων μετάλ¬ 
λαξης έχει μελετηθεί λεπτομερώς (23) (24). Στην δοκιμή 
ΤΚ +/ ', οι αποικίες καταμετρούνται με βάση τα κριτήρια για 
τις αποικίες κανονικής ανάπτυξης (μεγάλες) και βραδείας 
ανάπτυξης (μικρές) (25). Τα μεταλλαγμένα κύτταρα που 
έχουν υποστεί τις πλέον εκτεταμένες γενετικές βλάβες 
έχουν παρατεταμένο χρόνο διπλασιασμού και έτσι σχη¬ 
ματίζουν μικρές αποικίες. Οι βλάβες αυτές μπορούν να 
κυμαίνονται από απώλεια ολόκληρου του γονιδίου μέχρι 
καρυοτυπικώς ορατές χρωμοσωμικές εκτροπές. Η εμφά¬ 
νιση προϊόντων μετάλλαξης σε μικρές αποικίες συνδέεται 
με χημικές ουσίες που προκαλούν σοβαρές χρωμοσωμι¬ 
κές εκτροπές (26). Τα μεταλλαγμένα κύτταρα που έχουν 
πληγεί λιγότερο σοβαρά, αναπτύσσονται με ρυθμούς πα¬ 
ρόμοιους με εκείνους των γονικών κυττάρων και σχηματί¬ 
ζουν μεγάλες αποικίες. 

Θα πρέπει να δίνεται η επιβίωση (σχετική αποτελεσμα- 
τικότητα κλωνοποίησης) ή η σχετική συνολική ανάπτυξη. 
Η συχνότητα των προϊόντων μετάλλαξης θα πρέπει να εκ¬ 
φράζεται ως ο αριθμός των μεταλλαγμένων κυττάρων 
προς τον αριθμό των επιβιωσάντων κυττάρων. 

Θα πρέπει να δίνονται στοιχεία για κάθε μεμονωμένη 
καλλιέργεια. Επιπλέον, όλα τα δεδομένα θα πρέπει να δί¬ 
νονται με τη μορφή πίνακα. 

Δεν απαιτείται επαλήθευση των σαφών θετικών απο¬ 
κρίσεων. Τυχόν διφορούμενα αποτελέσματα θα πρέπει 
να αποσαφηνίζονται με περαιτέρω δοκιμές τροποποιώ¬ 
ντας κατά προτίμηση τις πειραματικές συνθήκες. Τα αρ¬ 
νητικά αποτελέσματα πρέπει να επιβεβαιώνονται κατά πε¬ 
ρίπτωση. Στις περιπτώσεις όπου δεν κρίνεται αναγκαία η 
επιβεβαίωση των αρνητικών αποτελεσμάτων, θα πρέπει 
να παρέχεται σχετική αιτιολόγηση. Στα επιβεβαιωτικά 
πειράματα, τόσο για τα διφορούμενα όσο και για τα αρ¬ 
νητικά αποτελέσματα, θα πρέπει να εξετάζεται η τροπο¬ 
ποίηση των παραμέτρων της μελέτης ώστε να καλύπτουν 
όλη την έκταση των εκτιμούμενων συνθηκών. Στις παρα¬ 
μέτρους που μπορούν να τροποποιηθούν περιλαμβάνε¬ 
ται το εύρος των συγκεντρώσεων και οι συνθήκες μετα- 
βολικής ενεργοποίησης. 

2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ¬ 
ΤΩΝ 

Για να θεωρηθεί ένα αποτέλεσμα ως θετικό εφαρμόζο¬ 
νται διάφορα κριτήρια όπως η σχετιζόμενη με την συγκέ¬ 
ντρωση αύξηση ή η αναπαραγώγιμη αύξηση στη συχνό¬ 
τητα των προϊόντων μετάλλαξης. Πρώτα θα πρέπει να 
εξετάζεται η βιολογική σχετικότητα των αποτελεσμάτων. 


Ως βοήθημα στην αξιολόγηση των αποτελεσμάτων των 
δοκιμών μπορούν να χρησιμοποιούνται και στατιστικές 
μέθοδοι. Σε μία θετική απόκριση δεν θα πρέπει ως μονα¬ 
δικός αποφασιστικός παράγοντας να λαμβάνεται η στατι¬ 
στική σημαντικότητα. 

Εφόσοντα αποτελέσματα για μία υπό δοκιμή ουσία δεν 
πληρούν τα ανωτέρω κριτήρια, η ουσία αυτή θεωρείται 
ως μη μεταλλαξιγόνος στο σύστημα αυτό. 

Αν και τα περισσότερα πειράματα θα δίνουν σαφώς θε¬ 
τικά ή αρνητικά αποτελέσματα, σε σπάνιες περιπτώσεις 
τα δεδομένα ενδέχεται να μην επιτρέπουν τη εξαγωγή 
οριστικού συμπεράσματος σχετικά με τη δραστικότητα 
της υπό δοκιμή ουσίας. Τα αποτελέσματα μπορεί να πα¬ 
ραμένουν διφορούμενα ή αμφισβητήσιμα άσχετα με το 
πόσες φορές θα επαναληφθείτο πείραμα. 

Θετικά αποτελέσματα από την ίη νίίΓΟ δοκιμή κυτταρι¬ 
κής γονιδιακής μετάλλαξης σε θηλαστικά δείχνουν ότι η 
υπό δοκιμή ουσία επάγει γονιδιακές μεταλλάξεις στα 
χρησιμοποιηθέντα καλλιεργηθέντα κύτταρα θηλαστι¬ 
κού. Η περίπτωση με τη μεγαλύτερη σημαντικότητα είναι 
εκείνη όπου υπάρχει θετική και αναπαραγώγιμη συνάρ¬ 
τηση απόκρισης με συγκέντρωση. Αρνητικά αποτελέ¬ 
σματα δείχνουν ότι, υπό τις συνθήκες της δοκιμής, η υπό 
δοκιμή ουσία δεν επάγει γονιδιακές μεταλλάξεις στα 
χρησιμοποιηθέντα καλλιεργηθέντα κύτταρα θηλαστι¬ 
κού. 

3. ΕΚΘΕΣΗ ΑΝΑΦΟΡΑΣ 

ΕΚΘΕΣΗ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η έκθεση δοκιμής πρέπει να περιλαμβάνει τα ακόλου¬ 
θα στοιχεία: 

Διαλύτης/Φορέας 

• αιτιολόγηση της επιλογής του φορέα/διαλύτη, 

• διαλυτότητα και σταθερότητα της υπό δοκιμή ουσίας 
στο διαλύτη/φορέα, εφόσον είναι γνωστές, 

Κύτταρα: 

• τύπο και πηγή των κυττάρων, 

• αριθμό των κυτταρικών καλλιεργειών, 

• αριθμό κυτταρικών διελεύσεων, εφόσον συντρέχει 
περίπτωση, 

• μεθόδους συντήρησης της κυτταρικής καλλιέργειας, 
εφόσον συντρέχει περίπτωση, 

• απουσία μυκοπλάσματος. 

Συνθήκες δοκιμής: 

• αιτιολογία για την επιλογή των συγκεντρώσεων και 
του αριθμού των καλλιεργειών συμπεριλαμβανομένων, 
π.χ. στοιχείων κυτταροτοξικότητας και περιορισμών από 
πλευράς διαλυτότητας, εφόσον συντρέχει περίπτωση, 

• σύσταση του μέσου καλλιέργειας, συγκέντρωση ΘΟζ, 

• συγκέντρωση της υπό δοκιμή ουσίας, 

• όγκο του φορέα και της προστιθέμενης υπό δοκιμή 
ουσίας, 

• θερμοκρασία επωάσεως, 

• χρόνο επωάσεως, 

• διάρκεια της κατεργασίας, 

• πυκνότητα των κυττάρων κατά την κατεργασία, 

• τύπο και σύσταση του συστήματος μεταβολικής ενερ¬ 
γοποίησης, συμπεριλαμβανομένων και κριτηρίων αποδο¬ 
χής. 

• θετικούς και αρνητικούς μάρτυρες, 

• διάρκεια της περιόδου έκφρασης (συμπεριλαμβανο¬ 
μένου του αριθμού των ανακαλλιεργηθέντων κυττάρων 
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και των υποκαλλιεργειών και διαγραμμάτων διατροφής, 
εφόσον συντρέχει περίπτωση, 

• παράγοντες επιλογής, 

• κριτήρια για την κατάταξης μιας δοκιμής ως θετικής, 
αρνητικής ή διφορούμενης, 

• μεθόδους που χρησιμοποιήθηκαν για την καταγραφή 
του αριθμού των βιώσιμων και των μεταλλαγμένων κυτ¬ 
τάρων, 

• ο ρ ισμό τω ν αποικιών σχετικά με το μέγεθος και το ν τύ¬ 
πο τους (συμπεριλαμβανομένων των κριτηρίων κατάτα¬ 
ξης σε "μικρές" Κ αι "μεγάλες" αποικίες, εφόσον συντρέχει 
περίπτωση). 

Αποτελέσματα: 

• σημάδια τοξικότητας, 

• σημάδια καθίζησης, 

• στοιχεία για το ρΗ και την οσμωμοριακότητα κατά τη 
διάρκεια της έκθεσης στην υπό δοκιμή ουσία, εφόσον 
προσδιορίστηκαν, 

• μέγεθος των αποικιών, εφόσον καταγράφηκε, τουλά¬ 
χιστον για τους θετικούς και αρνητικούς μάρτυρες, 

• επάρκεια του εργαστηρίου στην ανίχνευση μικροα- 
ποικιακών προϊόντων μετάλλαξης με το σύστημα Ι_5178Υ 
ΤΚ +, ', όπου συντρέχει περίπτωση, 

• σχέση δόσης-απόκρισης, όπου είναι δυνατό, 

• στατιστικές αναλύσεις, εφόσον υπάρχουν, 

• παράλληλα στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύ- 
της/φορέας) και θετικούς μάρτυρες, 

• προϋπάρχοντα στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύ- 
της/φορέας) και θετικούς μάρτυρες, με εύρη, μέσες τιμές 
και τυπικές αποκλίσεις, 

• συχνότητα των προϊόντων μετάλλαξης. 

Εξέταση των αποτελεσμάτων. 

Συμπεράσματα. 
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Παράρτημα 2ΣΤ 

Β.23. ΔΟΚΙΜΗ ΣΠΕΡΜΟΓΟΝΙΑΚΗΣ ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΗΣ 
ΕΚΤΡΟΠΗΣ ΣΕ ΘΗΛΑΣΤΙΚΑ 

1. ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος αποτελεί αντιγραφή της ΟΕΟΩ ΤΟ 
483, ΜθΓπηπθΙίθη 3ρθΓΓη3ΐος)οηί3ΐ Οίιτοιτιοεοιτίθ ΑΙοθγ- 
Γ3ίίοη Τθ3ί (1997). 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Σκοπός της ίη νίνο δοκιμής σπερμογονιακής χρωμοσω- 
μικής εκτροπής είναι ο εντοπισμός των ουσιών εκείνων 
που προκαλούν δομικές χρωμοσωμικές εκτροπές σε 
σπερμογονιακά κύτταρα θηλαστικών (1) (2) (3) (4) (5). Οι 
δομικές εκτροπές μπορεί να είναι δύο τύπων, χρωμοσω¬ 
μικές ή χρωματιδικές. Τα περισσότερα χημικά μεταλλαξι- 
γόνα προκαλούν εκτροπές χρωματιδικού τύπου, απαντιό¬ 
νται όμως και εκτροπές χρωμοσωμικού τύπου. Η παρού¬ 
σα μέθοδος δεν έχει σχεδιαστεί για τη μέτρηση 
αριθμητικών εκτροπών και δεν χρησιμοποιείται συνήθως 
για το σκοπό αυτό. Οι χρωμοσωμικές μεταλλάξεις και τα 
συναφή συμβάντα αποτελούντο αίτιο πολλών γενετικών 
ασθενειών στον άνθρωπο. 

Με την παρούσα δοκιμή μετρούνται χρωμοσωμικά συμ¬ 
βάντα σε σπερμογονιακά γεννητικά κύτταρα και, συνε¬ 
πώς, πιστεύεται ότι μπορεί με αυτήν να προβλεφθεί η επα¬ 
γωγή κληρονομικών μεταλλάξεων στα γεννητικά κύτταρα. 

Στη δοκιμή αυτή χρησιμοποιούνται συνήθως τρωκτικά. 
Αυτή η ίη νίνο κυτταρογενετική δοκιμή ανιχνεύει χρωμοσω¬ 
μικές εκτροπές σε σπερμογονιακές μιτώσεις. ’Αλλα κύττα- 
ρα-στόχοι δεν αποτελούν αντικείμενο της μεθόδου αυτής. 

Για την ανίχνευση εκτροπών χρωματιδικού τύπου σε 
σπερμογονιακά κύτταρα, θα πρέπει να εξετάζεται η πρώ¬ 
τη μιτωτική κυτταρική διαίρεση μετά την κατεργασία πριν 
οι αλλοιώσεις αυτές απωλεσθούν στις επόμενες κυτταρι¬ 
κές διαιρέσεις. Πρόσθετες πληροφορίες από τα υποβλη- 
θέντα σε κατεργασία σπερμογονιακά βλαστοκύτταρα 
μπορούν να ληφθούν από μειωτική χρωμοσωμική ανάλυ¬ 
ση για χρωμοσωμικού τύπου εκτροπές στο στάδιο της 
διακίνησης-μετάφασης I όταν τα υπό κατεργασία κύττα¬ 
ρα γίνουν σπερματοκύτταρα. 


Αυτή η ίη νίνο δοκιμή έχει σχεδιαστεί για να διερευνάται 
αν μεταλλαξιγόνα σωματικών κυττάρων είναι δραστικά 
και σε γεννητικά κύτταρα. Επιπλέον, η σπερμογονιακή δο¬ 
κιμή σχετίζεται με την εκτίμηση του κινδύνου μεταλλαξο- 
γένεσης δεδομένου ότι με αυτή μπορούν να εξεταστούν 
παράγοντες του ίη νίνο μεταβολισμού, της φαρμακοκινη- 
τικής και των διεργασιών επιδιόρθωσης ϋΝΑ. 

Στους άρχεις υπάρχουν διάφορες γενεές σπερμογο¬ 
νιών με ένα ορισμένο φάσμα βαθμού ευαισθησίας στις 
χημικές ουσίες. Έτσι, οι εντοπιζόμενες εκτροπές αντι¬ 
προσωπεύουν τη συνολική απόκριση των υπό κατεργα¬ 
σία σπερμογονιακών κυτταρικών πληθυσμών, όπου δε¬ 
σπόζουσα θέση καταλαμβάνουν τα πολυαριθμότερα δια¬ 
φοροποιημένα σπερμογονιακά κύτταρα. Ανάλογα με τη 
θέση τους στους άρχεις, οι διάφορες γενεές σπερμογο¬ 
νιών μπορούν να εκτεθούν ή όχι στη γενική κυκλοφορία 
λόγω του φυσικού και φυσιολογικού φραγμού των Σερ- 
τολιείων κυττάρων και του φραγμού αίματος-όρχεων. 

Εφόσον υπάρχουν ενδείξεις ότι η υπό δοκιμή ουσία, ή οι 
μεταβολίτες της, δεν πρόκειται να φθάσουν στον ιστό- 
στόχο, δεν είναι σκόπιμο να χρησιμοποιείται η δοκιμή αυή. 

Βλ. επίσης Γενική Εισαγωγή Μέρος Β. 

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ 

Εκτροπή χρωματιδικού τύπου: δομική χρωμοσωμική 
βλάβη που εμφανίζεται ως ρήξη μεμονωμένων χρωματι- 
δών ή ρήξη και επανένωση μεταξύ χρωματιδών. 

Εκτροπή χρωμοσωμικού τύπου: δομική χρωμοσωμική 
βλάβη που εμφανίζεται ως ρήξη, ή ρήξη και επανένωση, 
και των δύο χρωματιδών στην ίδια θέση. 

Χάσμα: αχρωματική βλάβη μικρότερη από το πλάτος 
μιας χρωματίδης και με ελάχιστη απευθυγράμμιση των 
χρωματιδών. 

Αριθμητική εκτροπή: μεταβολή του αριθμού των χρω¬ 
μοσωμάτων από τον κανονικό χαρακτηριστικό αριθμό 
των χρησιμοποιουμένων ζώων. 

Πολυπλοειδία: πολλαπλάσιο του απλοειδούς χρωμο- 
σωμικού αριθμού (η) πέραν του διπλοειδούς αριθμού 
(δηλ. 3η, 4η κ.ο.κ). 

Δομική εκτροπή: μεταβολή της δομής των χρωμοσω¬ 
μάτων που ανιχνεύεται με παρατήρηση με μικροσκόπιο 
του σταδίου της μεταφάσεως της διαίρεσης των κυττά¬ 
ρων και γίνεται αντιληπτή με τη μορφή απαλείψεων, εν- 
δοανταλλαγών ή ανταλλαγών. 

1.3 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Τα ζώα εκτίθενται στην υπό δοκιμή ουσία από μία κατάλ¬ 
ληλη οδό εκθέσεως και θυσιάζονται σε κατάλληλες χρονι¬ 
κές στιγμές μετά την αγωγή. Πριν από τη θυσία, τα ζώα 
υποβάλλονται σε αγωγή με ένα παράγοντα αναστολής με¬ 
ταφάσεως (π.χ. κολχικίνη ή ΘοΙοθίτιίά®). Στη συνέχεια, πα¬ 
ρασκευάζονται παρασκευάσματα από γεννητικά κύτταρα, 
χρωματίζονται και τα μεταφασικά κύτταρα εξετάζονται 
προς εντοπισμό τυχόν χρωμοσωμικών εκτροπών. 

1.4 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

1.4.1 Προετοιμασίες 

1.4.1.1 Επιλογή ζωικών ειδών 

Συνήθως χρησιμοποιούνται αρσενικοί κινέζικοι κρικη- 
τοί και ποντικοί. Εντούτοις, μπορούν να χρησιμοποιηθούν 
και αρσενικά από άλλα κατάλληλα είδη θηλαστικών. Θα 
πρέπει να χρησιμοποιούνται συνήθως χρησιμοποιούμε¬ 
νες εργαστηριακές φυλές νεαρών υγιών ενήλικων ζώων. 
Στην αρχή της δοκιμής, οι διαφορές στα βάρη των ζώων 
θα πρέπει να είναι ελάχιστες και να μην υπερβαίνουν το ± 
20% του μέσου βάρους. 
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1.4.1.2 Συνθήκες στέγασης και διατροφής 

Εφαρμόζονται οι γενικές συνθήκες που αναφέρονται 

στη Γενική Εισαγωγή του Μέρους Β, αν και ο στόχος για 
την υγρασία θα πρέπει να είναι 50-60%. 

1.4.1.3 Προετοιμασία των ζώων 

Υγιή νεαρά ενήλικα αρσενικό χωρίζονται τυχαία σε ομά¬ 
δες μαρτυρίας και αγωγής. Τα κλουβιά θα πρέπει να δια- 
τάσσονται με τέτοιο τρόπο ώστε να ελαχιστοποιούνται τυ¬ 
χόν πιθανές επιδράσεις από τη θέση των κλουβιών. Τα ζώα 
λαμβάνουν μία αποκλειστική για το καθένα ταυτότητα. Τα 
ζώα εγκλιματίζονται στις εργαστηριακές συνθήκες για πέ¬ 
ντε τουλάχιστον ημέρες πριν από την έναρξη της δοκιμής. 

1.4.1.4 Προετοιμασία των δόσεων 

Στερεές υπό δοκιμή ουσίες θα πρέπει να διαλύονται ή να 
τίθενται υπό μορφή εναιωρήματος σε κατάλληλους διαλύ¬ 
τες ή φορείς και να αραιώνονται, εφόσον χρειάζεται, πριν 
να χορηγηθούν στα ζώα. Οι υγρές υπό δοκιμή ουσίες μπο¬ 
ρούν να χορηγούνται απευθείας ως έχουν ή να αραιώνο¬ 
νται πριν από τη χορήγηση. Θα πρέπει να χρησιμοποιού¬ 
νται πρόσφατα παρασκευάσματα της υπό δοκιμή ουσίας 
εκτός κι αν τα στοιχεία σχετικά με τη σταθερότητα της ου¬ 
σίας επιτρέπουν τη χρήση έτοιμων παρασκευασμάτων. 

1.4.2 Συνθήκες δοκιμής 

1.4.2.1 Διαλύτης/φορέας 

Ο διαλύτης/φορέας δεν θα πρέπει να εμφανίζει τοξική 
δράση στα χρησιμοποιούμενα επίπεδα δόσεων αλλά ού¬ 
τε και να υπάρχουν υπόνοιες για πιθανή χημική αντίδρα¬ 
σή του με την υπό δοκιμή ουσία. Εφόσον ο χρησιμοποι¬ 
ούμενος διαλύτης/φορέας δεν ανήκει στους γνωστούς, η 
χρήση του θα πρέπει να στηρίζεται στην ύπαρξη στοιχεί¬ 
ων που αποδεικνύουν τη συμβατότητά του. Συνιστάται, 
εφόσον είναι δυνατό, να εξετάζεται πρώτα η χρήση ενός 
υδατικού διαλύτη/φορέα. 

1.4.2.2 Μάρτυρες 

Σε κάθε δοκιμή θα πρέπει να περιλαμβάνονται παράλ¬ 
ληλα θετικοί και αρνητικοί (διαλύτης ή φορέας) μάρτυ¬ 
ρες. Με εξαίρεση την αγωγή με την υπό δοκιμή ουσία, τα 
ζώα στις ομάδες μαρτυρίας θα πρέπει να αντιμετωπίζο¬ 
νται με τον ίδιο ακριβώς τρόπο με εκείνο των ζώων στις 
υποβαλλόμενες σε αγωγή ομάδες. 

Οι θετικοί μάρτυρες θα πρέπει να προκαλούν δομικές 
χρωμοσωμικές εκτροπές ίπ νίνο σε σπερμογονιακά κύτ¬ 
ταρα σε επίπεδα έκθεσης που αναμένεται να δώσουν ανι¬ 
χνεύσιμη αύξηση πάνω από το βασικό όριο. 

Οι δόσεις των θετικών μαρτύρων θα πρέπει να επιλέγο¬ 
νται έτσι ώστε οι επιδράσεις να είναι σαφείς αλλά να μην 
αποκαλύπτουν αμέσως την ταυτότητα των κωδικοποιη- 
μένων αντικειμενοφόρων στον παρατηρητή. Οι θετικοί 
μάρτυρες μπορούν να χορηγούνται και από οδό διαφο¬ 
ρετική από εκείνη της υπό δοκιμή ουσίας και να δειγματί- 
ζονται μόνο μία φορά. Εφόσον υπάρχουν, μπορεί να εξε¬ 
τάζεται η χρήση θετικών μαρτύρων παρόμοιας χημικής 
τάξης. Παραδείγματα ουσιών-θετικών μαρτύρων είναι: 


Ουσία 

Αριθ. ΟΑδ 

Αριθ. ΕΙΝΕ05 

Κυκλοφιυσφαμϊδιο 

50-18-0 

200-015-4 

Μονοένυδρο κτικλοφωσφαμίδιο 

6055-19-2 


Κυκλοεςυλαμίνη 

108-91-8 

203-629-0 

Μιτομυκίνη 0 

50-07-7 

200-008-6 

Μονομερές ακρυλαμίδιο 

79-06-1 

201-173-7 

Τ ριαιθυλενομελαμίνη 

51-18-3 

200-083-5 


Για κάθε δειγματοληψία θα πρέπει να περιλαμβάνονται 
και αρνητικοί μάρτυρες, υποβληθέντες σε αγωγή μόνο με 
διαλύτη ή φορέα αλλά με τον ίδιο κατά τα άλλα τρόπο με 
εκείνο των ομάδων της υπό δοκιμή ουσίας, εκτός κι αν 
από προϋπάρχοντα στοιχεία για τους μάρτυρες προκύ¬ 
πτουν αποδεκτές διαφοροποιήσεις και συχνότητες κυτ¬ 
τάρων με χρωμοσωμικές εκτροπές μεταξύ των ζώων. Επι¬ 
πλέον, θα πρέπει να χρησιμοποιούνται και μη υποβληθέ¬ 
ντες σε αγωγή μάρτυρες εκτός αν υπάρχουν ιστορικά ή 
δημοσιευμένα στοιχεία που αποδεικνύουν ότι ο επιλεγείς 
διαλύτης/φορέας δεν επιφέρει επιβλαβή ή μεταλλαξιγό- 
να αποτελέσματα 

1.5 ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ 

1.5.1 Αριθμός ζώων 

Κάθε υποβαλλόμενη σε αγωγή ομάδα και ομάδα-μάρ- 
τυ ρας πρέπει να αποτελείται από 5 τουλάχιστον προς εξέ¬ 
ταση αρσενικά. 

1.5.2 Χρονοδιάγραμμα αγωγής 

Οι υπό δοκιμή ουσίες χορηγούνται κατά προτίμηση μία 
ή δύο φορές (δηλ. ως μία ή δύο αγωγές). Οι υπό δοκιμή 
ουσίες μπορούν επίσης να χορηγηθούν και διακεκομμέ¬ 
να, δηλ. δύο αγωγές την ίδια ημέρα που να μην απέχουν 
χρονικά περισσότερο από μερικές ώρες, για να διευκολύ¬ 
νεται η χορήγηση μεγάλης ποσότητας ουσίας. Άλλοι τυ¬ 
χόν χρησιμοποιούμενοι τρόποι αγωγής θα πρέπει να αι¬ 
τιολογούνται επιστημονικώς. 

Στην ομάδα στην οποία δίνεται η μεγαλύτερη δόση, γί¬ 
νονται δύο δειγματοληψίες μετά την αγωγή. Επειδή η κι¬ 
νητική του κυτταρικού κύκλου μπορεί να επηρεαστεί από 
την υπό δοκιμή ουσία, πραγματοποιούνται μία πρώτη 
δειγματοληψία και μία δεύτερη δειγματοληψία αργότε¬ 
ρα, 24 και 48 ώρες περίπου αντίστοιχα μετά την αγωγή. 
Για τις υπόλοιπες δόσεις, θα πρέπει να γίνεται μία δειγ¬ 
ματοληψία στις 24 ώρες ή σε χρόνο που αντιστοιχεί στο 
1,5 της χρονικής διάρκειας του κυτταρικού κύκλου μετά 
την αγωγή, εκτός κι αν είναι γνωστό ότι για την ανίχνευση 
των επιδράσεων είναι καταλληλότερος κάποιος άλλος 
χρόνος δειγματοληψίας (6). 

Επιπλέον, μπορούν να πραγματοποιηθούν δειγματολη¬ 
ψίες και σε άλλες χρονικές στιγμές. Γ ια παράδειγμα, στην 
περίπτωση ουσιών που μπορεί να επαγάγουν χρωμοσω- 
μική υστέρηση, ή μπορεί να ασκήσουν 3-ανεξάρτητες επι¬ 
δράσεις, μπορεί να είναι καλό να γίνει νωρίτερα η δειγμα¬ 
τοληψία (1). 

Το αν πρέπει να υπάρξει ή όχι χρονοδιάγραμμα επανει¬ 
λημμένης αγωγής, αυτό χρειάζεται να εξετάζεται κατά 
περίπτωση. Στην περίπτωση επανειλημμένης αγωγής, τα 
ζώα θα πρέπει να θυσιάζονται 24 ώρες (1,5 κυτταρικό κύ¬ 
κλο) μετά την τελευταία αγωγή. Όπου χρειάζεται, μπο¬ 
ρούν να υπάρξουν πρόσθετες δειγματοληψίες σε άλλους 
χρόνους. 

Πριναπότη θυσία, στα ζώα εγχύεται ενδοπεριτονάίκώς 
κατάλληλη δόση παράγοντα αναστολής μετάφασης (π.χ. 
ΟοΙοθπιίά® ή κολχικίνη). Σε κατάλληλη χρονική στιγμή 
πραγματοποιείται δειγματοληψία στα ζώα. Για τους πο¬ 
ντικούς, η καταλληλότερη στιγμή είναι περίπου 3-5 ώρες, 
ενώ για τους κινέζικους κρικητούςτο διάστημα αυτό αντι¬ 
στοιχεί περίπου σε 4-5 ώρες. 

1.5.3 Επίπεδα δόσεων 

Εάν εκτελεστεί δοκιμή ανεύρεσης εύρους επειδή δεν 
υπάρχουν κατάλληλα διαθέσιμα δεδομένα, αυτή θα πρέ¬ 
πει να εκτελείται στο ίδιο εργαστήριο, με το ίδιο είδος, φυ¬ 
λή και τρόπο αγωγής που χρησιμοποιείται στην κύ ρια δο- 
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κιμή (7). Εφόσον υπάρχει τοξικότητα, στην πρώτη δειγ¬ 
ματοληψία χρησιμοποιούνται τρία επίπεδα δόσεων. Τα 
επίπεδα αυτά δόσεων θα πρέπει να καλύπτουν μία περιο¬ 
χή από τη μεγίστη μέχρι τη χαμηλή ή μηδενική τοξικότη¬ 
τα. Για τη δεύτερη δειγματοληψία, αρκεί να χρησιμοποι¬ 
είται μόνο η μέγιστη δόση. Η μέγιστη δόση ορίζεται ως η 
δόση που παρέχει σημεία τοξικότητας τέτοια ώστε τυχόν 
υψηλότερα επίπεδα δόσης, με βάση τον ίδιο τρόπο χορή¬ 
γησης, να αναμένεται φυσιολογικά να οδηγήσουν σε φαι¬ 
νόμενα θνησιμότητας. 

Ουσίες με ειδικές βιολογικές δράσεις σε χαμηλές μη 
τοξικές δόσεις (όπως ορμόνες και μιτωγόνα) μπορεί να 
αποτελούν εξαιρέσεις στα κριτήρια ρύθμισης των δόσε¬ 
ων και θα πρέπει να αξιολογούνται κατά περίπτωση.Η μέ¬ 
γιστη δόση μπορεί επίσης να οριστεί και ως η δόση που 
παρέχει ενδείξεις τοξικότητας στα σπερμογονιακά κύτ¬ 
ταρα (π.χ. ελάττωση του λόγου των σπερμογονιακών μι¬ 
τώσεων προς την πρώτη και δεύτερη μειωτική μετάφαση. 
Η ελάττωση αυτή δεν θα πρέπει να υπερβαίνει το 50%). 

1.5.4 Δοκιμή οριακής δόσης 

Εάν μία δοκιμή με ένα επίπεδο δόσης τουλάχιστον 2000 
ΓΠ 9 /ί <9 βάρους σώματος/ημέρα στην οποία χρησιμοποιεί¬ 
ται μία μόνη αγωγή, ή δύο αγωγές την ίδια μέρα, δεν δώ¬ 
σει ορατά τοξικά αποτελέσματα, και εφόσον δεν αναμέ¬ 
νεται η εμφάνιση γονοτοξικότητας με βάση στοιχεία από 
ουσίες σχετικής δομής, τότε μπορεί να θεωρηθεί ως μη 
αναγκαία η εκτέλεση πλήρους μελέτης με τρία επίπεδα 
δόσης. Η αναμενόμενη ανθρώπινη έκθεση μπορεί να δώ¬ 
σει μία ένδειξη της ανάγκης για χρησιμοποίηση υψηλότε¬ 
ρου επίπεδου δόσης στη δοκιμή οριακής δόσης. 

1.5.5 Χορήγηση δόσεων 

Η υπό δοκιμή ουσία χορηγείται συνήθως με διασωλή¬ 
νωση χρησιμοποιώντας στομαχικό σωλήνα ή κατάλληλο 
σωλήνα διασωλήνωσης ή με ενδοπεριτοναϊκή έγχυση. 
Μπορούν να χρησιμοποιηθούν και άλλες οδοί έκθεσης 
εφόσον μπορούν να αιτιολογηθούν. Ο μέγιστος όγκος 
υγρού που μπορεί να χορηγηθεί με διασωλήνωση ή έγχυ¬ 
ση εφάπαξ εξαρτάται από το μέγεθος του πειραματόζω¬ 
ου. Ο όγκος δεν θα πρέπει να υπερβαίνειτα 2 πιΙ /1009 βά¬ 
ρους σώματος. Αν χρησιμοποιηθούν μεγαλύτεροι όγκοι, 
αυτό πρέπει να αιτιολογείται. Με εξαίρεση τις ερεθιστικές 
ή διαβρωτικές ουσίες οι οποίες κανονικά εμφανίζουν 
εντονότερα αποτελέσματα σε υψηλότερες συγκεντρώ¬ 
σεις, οι διαφοροποιήσεις στον όγκο θα πρέπει να ελαχι¬ 
στοποιούνται προσαρμόζοντας τη συγκέντρωση ώστε να 
διασφαλίζεται σταθερός όγκος σε άλατα επίπεδα δόσης. 

1.5.6 Προετοιμασία των χρωμοσωμάτων 

Αμέσως μετά τη θυσία, λαμβάνονται από τον ένα ή και 
τους δύο άρχεις, εναιωρήματα κυττάρων που εκτίθενται 
σε υποτονικό διάλυμα και στερεώνονται. Τα κύτταρα κα¬ 
τόπιν επιστρώνονται σε αντικειμενοφόρους πλάκες και 
χρωματίζονται. 

1.5.7 Ανάλυση 

Γ ια κάθε ζώο θα πρέπει να εξετάζονται τουλάχιστον 100 
καλώς αναπτυγμένες μεταφάσεις (δηλ. 500 κατ’ ελάχιστο 
μεταφάσεις ανά ομάδα). Ο αριθμός αυτός μπορεί να μει¬ 
ωθεί όταν παρατηρείται υψηλός αριθμός εκτροπών. 
Όλες οι αντικειμενοφόροι, συμπεριλαμβανομένων και 
εκείνων των θετικών και αρνητικών μαρτύρων, θα πρέπει 
να λαμβάνουν έναν ανεξάρτητο κωδικό πρίν από την εξέ¬ 
ταση στο μικροσκόπιο. Επειδή οι διαδικασίες στερέωσης 
απολήγουν συχνά στη ρήξη ενός ποσοστού μεταφάσεων 
με απώλεια χρωμοσωμάτων, τα καταμετρούμενα κύττα¬ 


ρα θα πρέπει να περιέχουν αριθμό κεντρομεριδίων ίσο με 
τον αριθμό 2η ± 2. 

2. ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Τα στοιχεία για τα επιμέρους ζώα θα πρέπει να παρου¬ 
σιάζονται με μορφή πίνακα. Η πειραματική μονάδα είναι 
το ζώο. Για κάθε ζώο θα πρέπει να εκτιμάται ο αριθμόςτων 
κυττάρων με δομικές χρωμοσωμικές εκτροπές και ο αριθ¬ 
μός των εκτροπών ανά κύτταρο. Οι διάφοροι τύποι δομι¬ 
κών χρωμοσωμικών εκτροπών θα πρέπει να καταγράφο¬ 
νται με τον αριθμό και τη συχνότητά τους στις υποβληθεί- 
σες σε αγωγή ομάδες και στις ομάδες-μάρτυρες. Τα 
χάσματα καταγράφονται ξεχωριστά και περιλαμβάνονται 
στην έκθεση, γενικά όμως δεν περιλαμβάνονται στη συ¬ 
νολική συχνότητα εκτροπών. 

Εφόσον παρατηρηθεί μίτωση καθώς επίσης και μείω¬ 
ση, θα πρέπει να προσδιορίζεται ο λόγος των μιτώσεων 
σπερμογονιών προς την πρώτη και δεύτερη μειωτική με¬ 
τάφαση ως μέτρο της κυτταροτοξικότητας για όλα τα 
υποβληθέντα σε αγωγή ζώα και τους αρνητικούς μάρτυ¬ 
ρες σε συνολικό δείγμα 100 διαιρεμένων κυττάρων ανά 
ζώο για τον προσδιορισμό της δυνατής κυτταροτοξικής 
επίδρασης. Εφόσον παρατηρείται μόνο μίτωση, θα πρέ¬ 
πει να προσδιορίζεται ο δείκτης μιτώσεως σε 1000 του¬ 
λάχιστον κύτταρα για κάθε ζώο. 

2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ¬ 
ΤΩΝ 

Για να θεωρηθεί ένα αποτέλεσμα ως θετικό εφαρμόζο¬ 
νται διάφορα κριτήρια όπως η σχετιζόμενη με τη δόση αύ¬ 
ξηση στο σχετικό αριθμό κυττάρων με χρωμοσωμικές 
εκτροπές ή η σαφής αύξηση στον αριθμό των κυττάρων 
με εκτροπές σε μία μόνη δόση σε μία μόνη δειγματολη¬ 
ψία. Πρώτα θα πρέπει να εξετάζεται η βιολογική σχετικό¬ 
τητα των αποτελεσμάτων. Ως βοήθημα στην αξιολόγηση 
των αποτελεσμάτων των δοκιμών μπορούν να χρησιμο¬ 
ποιούνται και στατιστικές μέθοδοι (8). Σε μία θετική από¬ 
κριση δεν θα πρέπει ως μοναδικός αποφασιστικός παρά¬ 
γοντας να λαμβάνεται η στατιστική σημαντικότητα. Τυχόν 
διφορούμενα αποτελέσματα θα πρέπει να διασαφηνίζο¬ 
νται με περαιτέρω δοκιμές τροποποιώντας, κατά προτί¬ 
μηση, τις πειραματικές συνθήκες. 

Εφόσον τα αποτελέσματα για μία υπό δοκιμή ουσία δεν 
πληρούν τα ανωτέρω κριτήρια, η ουσία αυτή θεωρείται 
ως μη μεταλλαξιγόνος στη δοκιμή αυτή. 

Αν και τα περισσότερα πειράματα θα δίνουν σαφώς θε¬ 
τικά ή αρνητικά αποτελέσματα, σε σπάνιες περιπτώσεις 
τα δεδομένα ενδέχεται να μην επιτρέπουν τη εξαγωγή 
οριστικού συμπεράσματος σχετικά με τη δραστικότητα 
της υπό δοκιμή ουσίας. Τα αποτελέσματα μπορεί να πα¬ 
ραμένουν διφορούμενα ή αμφισβητήσιμα άσχετα με το 
πόσες φορές θα επαναληφθεί το πείραμα. 

Θετικά αποτελέσματα από την ίη νίνο δοκιμή σπερμο- 
γονιακής χρωμοσωμικής εκτροπής δείχνουν ότι η υπό δο¬ 
κιμή ουσία επάγει δομικές χρωμοσωμικές εκτροπές στα 
γεννητικά κύτταρα των εξετασθέντων ειδών. Αρνητικά 
αποτελέσματα δείχνουν ότι, υπό τις συνθήκες της δοκι¬ 
μής, η υπό δοκιμή ουσία δεν επάγει χρωμοσωμικές εκτρο¬ 
πές στα γεννητικά κύτταρα των εξετασθέντων ειδών. 

Θα πρέπει να εξετάζεται η πιθανότητα της υπό δοκιμή 
ουσίας ή των μεταβολιτών της να φθάνει στον ιστό στόχο. 

3. ΕΚΘΕΣΗ ΑΝΑΦΟΡΑΣ 

ΕΚΘΕΣΗ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η έκθεση δοκιμής πρέπει να περιλαμβάνει τα ακόλου- 
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θα στοιχεία: 

Διαλύτης/Φορέας 

• αιτιολόγηση της επιλογής του φορέα, 

• διαλυτότητα και σταθερότητα της υπό δοκιμή ουσίας 
στο διαλύτη/φορέα, εφόσον είναι γνωστές, 

Εξετασθέντα ζώα: 

• χρησιμοποιηθέν είδος/φυλή, 

• αριθμό και ηλικία των ζώων, 

• πηγή, συνθήκες στέγασης, δίαιτα, κλπ, 

• βάρος των μεμονωμένων ζώων στην έναρξη της δοκι¬ 
μής, συμπεριλαμβανομένου του εύρους των βαρών σώ¬ 
ματος, της μέσης τιμής και της τυπικής απόκλισης για κά¬ 
θε ομάδα. 

Συνθήκες δοκιμής: 

• στοιχεία από τη μελέτη του εύρους, εφόσον έγινε, 

• αιτιολογία της επιλογής του επιπέδου δόσεως, 

• αιτιολογία της χρησιμοποιηθείσας οδού χορήγησης, 

• λεπτομέρειες για την προετοιμασία της υπό δοκιμή 
ουσίας, 

• λεπτομέρειες για τη χορήγηση της υπό δοκιμή ου¬ 
σίας, 

• αιτιολογία του χρονικού σημείου της θυσίας, 

• μετατροπή της συγκέντρωσης (ρρπι) της υπό δοκιμή 
ουσίας στη δίαιτα/πόσιμο νερό στην πραγματική δόση 
(γπ 9/Ι<9 βάρους σώματος/ημέρα), εφόσον συντρέχει πε¬ 
ρίπτωση, 

• στοιχεία για την ποιότητα της τροφής και του νερού, 

• λεπτομερή περιγραφή των σχημάτων αγωγής και 
δειγματοληψίας, 

• μεθόδους για τις μετρήσεις της τοξικότητας, 

• ταυτότητα της ουσίας αναστολής της μετάφασης, 
συγκέντρωση αυτής και διάρκεια της αγωγής, 

• μεθόδους ετοιμασίας αντικειμενοφόρων, 

• κριτήρια για τη μέτρηση των εκτροπών, 

• αριθμό εξετασθέντων κυττάρων ανά ζώο, 

• κριτήρια κατάταξης της δοκιμής ως θετικής, αρνητι¬ 
κής ή διφορούμενης. 

Αποτελέσματα: 

• σημάδια τοξικότητας, 

• μιτωτικό δείκτη, 

• λόγο σπερμογονιακών μιτώσεων προς πρώτη και δεύ¬ 
τερη μειωτικές μεταφάσεις, 

• τύπο και αριθμό εκτροπών ξεχωριστά για κάθε ζώο, 

• ολικό αριθμό εκτροπών ανά ομάδα, 

• αριθμό κυττάρων με εκτροπές ανά ομάδα, 

• σχέση δόσης-απόκρισης, όπου είναι δυνατό, 

• στατιστικές αναλύσεις, εφόσον υπάρχουν, 

• παράλληλα στοιχεία για τους αρνητικούς μάρτυρες, 

• προϋπάρχοντα στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύ- 
της/φορέας) μάρτυρες, με εύρη, μέσες τιμές και τυπικές 
αποκλίσεις. 

• παράλληλα στοιχεία για τους θετικούς μάρτυρες, 

• αλλαγές στην πλοειδία, εφόσον παρατηρήθηκαν. 

Εξέταση των αποτελεσμάτων. 

Συμπεράσματα. 
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Παράρτημα 2Ζ 

Β.39. ΔΟΚΙΜΗ ΜΗ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΤΙΣΜΕΝΗΣ ΣΥΝ¬ 
ΘΕΣΗΣ ΩΝΑ (ΩΩδ) ΜΕ ΗΠΑΤΙΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ 

ΘΗΛΑΣΤΙΚΩΝ ΙΝ νΐνθ 

1. ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος αποτελεί αντίγραφο της ΟΕΘΩ ΤΘ 
486, υηεοίίθάυίθά ΩΝΑ δγηίίΐθδίε (ΩΩδ) Τθδίννίίίι Ματη- 
πίθΐίθη Ι_ίνθτ ΟθΙΙδ Ιη νίνο (1997). 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Σκοπός της δοκιμής μη προγραμματισμένης σύνθεσης 
ΩΝΑ (ΩΩδ) με ηπατικά κύτταρα θηλαστικών ίη νίνο είναι η 
αναγνώριση ουσιών που επάγουν επιδιόρθωση του ΩΝΑ 
στα ηπατικά κύτταρα υποβληθέντων σε αγωγή ζώων (βλ. 
1,2,3,4). 

Αυτή η ίη νίνο δοκιμή παρέχει μέθοδο για τη διερεύνη- 
ση των γονοτοξικών επιδράσεων χημικών ουσιών στο 
ήπαρ. Το μετρούμενο τελικό σημείο είναι ενδεικτικό της 
βλάβης του ΩΝΑ και της επακόλουθης επιδιόρθωσης στα 
ηπατικά κύτταρα. Το ήπαρ είναι συνήθως ο κυριότερος 
τόπος μεταβολισμού των απορροφουμένων ενώσεων. 
Αποτελεί συνεπώς πρόσφορο τόπο για τη μέτρηση της 
βλάβης του ΩΝΑ ίη νίνο. 

Εφόσον υπάρχουν ενδείξεις ότι η υπό δοκιμή ουσία δεν 
θα φθάσει στον ιστό-στόχο, δεν ενδείκνυται να χρησιμο¬ 
ποιείται η δοκιμή αυτή. 

Το τελικό σημείο της μη προγραμματισμένης σύνθεσης 
ΩΝΑ (ϋΩδ) μετριέται προσδιορίζοντας την πρόσληψη 
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επισημασμένων νουκλεοσιδίων σε κύτταρα που δεν υπό- 
κεινται σε προγραμματισμένη (3-φάση) σύνθεση ϋΝΑ. Η 
ευρύτερα χρησιμοποιούμενη τεχνική είναι ο προσδιορι¬ 
σμός της πρόσληψης επισημασμένης με τρίτιο θυμιδίνης 
(Ή-ΤόΗ) με αυτοακτινογράφηση. Για τις ίη νίνο δοκιμές 
υϋδ χρησιμοποιείται κατά προτίμηση ήπαρ από επίμυες. 
Μπορούν να χρησιμοποιηθούν και άλλοι ιστοί αντί για 
ήπαρ, αυτό όμως δεν αποτελεί αντικείμενο της παρούσας 
μεθόδου. 

Η ανίχνευση αποκρίσεως ϋϋδ εξαρτάται από τον αριθ¬ 
μό των βάσεων ϋΝΑπου αποκόπηκαν και αντικαταστάθη- 
καν στο σημείο της βλάβης. Συνεπώς, η δοκιμή υϋδ έχει 
ιδιαίτερη αξία για την ανίχνευση εκτεταμένων επιδιορθώ¬ 
σεων (20-30 βάσεις) που προκαλούνται από ουσίες. Αντι- 
θέτως, οι περιορισμένες επιδιορθώσεις (1-3 βάσεις) ανι- 
χνεύονται με πολύ μικρότερη ευαισθησία. Περαιτέρω, με- 
ταλλαξιγόνα συμβάντα μπορεί να προκύψουν λόγω μη 
επιδιόρθωσης, κακής επιδιόρθωσης ή κακής αντιγραφής 
αλλοιώσεων ϋΝΑ. Η έκταση της απόκρισης υϋδ δεν απο¬ 
τελεί ένδειξη για την πιστότητα της διεργασίας επιδιόρ¬ 
θωσης. Επιπλέον, μπορεί ένα μεταλλαξογόνο να αντιδρά 
με το ΩΝΑ αλλά η βλάβη του ϋΝΑ να μην επιδιορθώνεται 
με τη διεργασία της επιδιόρθωσης αποκοπής. Η έλλειψη 
εξειδικευμένων πληροφοριών για τη μεταλλαξιγόνο δρα- 
στικότητα από τη δοκιμή υϋδ αντισταθμίζεται από την εν 
δυνάμει ευαισθησία αυτού του τελικού σημείου επειδή 
μετριέται σε ολόκληρο το γονιδίωμα. 

Βλ. επίσης Γενική Εισαγωγή Μέρος Β. 

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ 

Κύτταρα σε επιδιόρθωση: καθαρός πυρηνικό κόκκος 
(ΝΝΟ) μεγαλύτερος από μία προκαθορισμένη τιμή που 
πρέπει να αιτιολογείται από το εργαστήριο που διεξάγει 
τη δοκιμή. 

Καθαροί πυρηνικοί κόκκοι (ΝΝΟ): ποσοτικό μέτρο της 
υϋδ δραστικότητας κυττάρων σε αυτοακτινογραφικές 
δοκιμές υϋδπου υπολογίζεται αφαιρώντας το μέσο αριθ¬ 
μό κυτταροπλασματικών κόκκων σε πυρηνοϊσοδύναμες 
κυτταροπλασματικές περιοχές (00) από τον αριθμό των 
πυρηνικών κόκκων (ΝΟ): ΝΝΟ = ΝΟ - 00. Ο αριθμός των 
ΝΝΟ υπολογίζεται για τα μεμονωμένα κύτταρα και κατό¬ 
πιν αθροίζονται για τα κύτταρα μιας καλλιέργειας, πα¬ 
ράλληλων καλλιεργειών, κλπ. 

Μη προγραμματισμένη σύνθεση ϋΝΑ (υϋδ): Επιδιορ- 
θωτική σύνθεση ϋΝΑ μετά την αποκοπή και απομάκρυν¬ 
ση τμήματος ΩΝΑ που περιλαμβάνει περιοχή που έχει 
υποστεί βλάβη προκληθείσα από χημικές ουσίες ή φυσι¬ 
κούς παράγοντες. 

1.3 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 

Η δοκιμή υϋδ με ηπατικά κύτταρα θηλαστικών ίη νίνο 
δείχνει επιδιορθωτική σύνθεση ϋΝΑ μετά την αποκοπή 
και απομάκρυνση τμήματος ϋΝΑ που περιλαμβάνει πε¬ 
ριοχή που έχει υποστεί βλάβη από χημικές ουσίες ή φυσι¬ 
κούς παράγοντες. Η δοκιμή στηρίζεται συνήθως στην 
προσθήκη Ή-ΤάΒ στο ϋΝΑ ηπατικών κυττάρων που εμ¬ 
φανίζουν χαμηλή συχνότητα κυττάρων στην 3-φάση του 
κυτταρικού κύκλου. Η πρόσληψη Ή-ΤάΒ προσδιορίζεται 
συνήθως με αυτοακτινογράφηση επειδή η τεχνική αυτή 
δεν είναι τόσο επιδεκτική σε παρεμβολές από κύτταρα 3- 
φάσης όπως, π.χ., η υγρή σπινθηρογραφία. 

1.4 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 

1.4.1 Προετοιμασίες 

1.4.1.1 Επιλογή ζωικών ειδών 

Συνήθως χρησιμοποιούνται επίμυες, αν και μπορούν να 


χρησιμοποιηθούν και άλλα κατάλληλα είδη θηλαστικών, 
θα πρέπει να χρησιμοποιούνται συνήθως χρησιμοποιού¬ 
μενες εργαστηριακές φυλές νεαρών υγιών ενήλικων ζώ¬ 
ων. Στην αρχή της δοκιμής, οι διαφορές στα βάρη των ζώ¬ 
ων θα πρέπει να είναι ελάχιστες και να μην υπερβαίνουν 
το ± 20% του μέσου βάρους για κάθε φύλο. 

1.4.1.2 Συνθήκες στέγασης και διατροφής 

Εφαρμόζονται οι γενικές συνθήκες που αναφέρονται 

στη Γ ενική Εισαγωγή του Μέρους Β, αν και ο στόχος για 
την υγρασία θα πρέπει να είναι 50-60%. 

1.4.1.3 Προετοιμασία των ζώων 

Υγιή νεαρά ενήλικα ζώα χωρίζονται τυχαία σε ομάδες 
μαρτυρίας και αγωγής. Τα κλουβιά θα πρέπει να διατάσ- 
σονται με τέτοιο τρόπο ώστε να ελαχιστοποιούνται τυχόν 
πιθανές επιδράσεις από τη θέση των κλουβιών. Τα ζώα 
λαμβάνουν μία και μοναδική ταυτότητα και παραμένουν 
στα κλουβιά τους τουλάχιστον πέντε ημέρες πριν απάτην 
έναρξη της δοκιμής για να μπορέσουν να εγκλιματιστούν 
στις εργαστηριακές συνθήκες. 

1.4.1.4 Υπό δοκιμή ουσία/προετοιμασία 

Στερεές υπό δοκιμή ουσίες θα πρέπει να διαλύονται ή 
να τίθενται υπό μορφή εναιωρήματος σε κατάλληλους 
διαλύτες ή φορείς και να αραιώνονται, εφόσον χρειάζε¬ 
ται, πριν να χορηγηθούν στα ζώα. Οι υγρές υπό δοκιμή ου¬ 
σίες μπορούν να χορηγούνται απευθείας ως έχουν ή να 
αραιώνονται πριν από τη χορήγηση. Θα πρέπει να χρησι- 
μοποιούνταιπρόσφαταπαρασκευάσματατης υπό δοκιμή 
ουσίας εκτός κι αν τα στοιχεία σχετικά με τη σταθερότη¬ 
τα της ουσίας επιτρέπουν τη χρήση έτοιμων παρασκευα¬ 
σμάτων . 

1.4.2 Συνθήκες δοκιμής 

1.4.2.1 Διαλύτης/φορέας 

Ο διαλύτης/φορέας δεν θα πρέπει να εμφανίζει τοξική 
δράση στα χρησιμοποιούμενα επίπεδα δόσεων αλλά ού¬ 
τε και να υπάρχουν υπόνοιες για πιθανή χημική αντίδρα¬ 
σή του με την υπό δοκιμή ουσία. Εφόσον ο χρησιμοποι¬ 
ούμενος διαλύτης/φορέας δεν ανήκει στους γνωστούς, η 
χρήση του θα πρέπει να στηρίζεται στην ύπαρξη στοιχεί¬ 
ων που αποδεικνύουν τη συμβατότητά του. Συνιστάται, 
εφόσον είναι δυνατό, να εξετάζεται πρώτα η χρήση ενός 
υδατικού διαλύτη/φορέα. 

1.4.2.2 Μάρτυρες 

Σε κάθε ανεξαρτήτως εκτελούμενο μέρος της δοκιμής, 
θα πρέπει να περιλαμβάνονται ταυτόχρονα θετικοί και αρ¬ 
νητικοί (διαλύτης ή φορέας) μάρτυρες. Με εξαίρεση την 
αγωγή με την υπό δοκιμή ουσία, τα ζώα στις ομάδες μαρ¬ 
τυρίας θα πρέπει να αντιμετωπίζονται με τον ίδιο ακριβώς 
τρόπο με εκείνο των ζώων στις υποβαλλόμενες σε αγωγή 
ομάδες. 

Οι θετικοί μάρτυρες θα πρέπει να είναι ουσίες που είναι 
γνωστό ότι εμφανίζουν το φαινόμενο της ϋϋ3 ότανχορη- 
γούνται σε δόσεις εκθέσεως που αναμένεται να δώσουν 
ανιχνεύσιμη αύξηση πάνω από το βασικό όριο. Θετικοί 
μάρτυρες που χρειάζονται μεταβολική ενεργοποίηση θα 
πρέπει να χρησιμοποιούνται σε δόσεις που παρέχουν μέ¬ 
τρια απόκριση (4) Οι δόσεις μπορούν να επιλέγονται έτσι 
ώστε τα αποτελέσματα να είναι σαφή αλλά να μην αποκα¬ 
λύπτουν αμέσως την ταυτότητα των κωδικοποιημένων 
αντικειμενοφόρων στον παρατηρητή. Παραδείγματα ου¬ 
σιών που μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως θετικοί μάρ¬ 
τυρες είναι 
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Χρόνος δειγματοληψίας 

Ουσία 

Αριθ. €Αδ 

Αριθ. 

ΕΙΝΕΓ8 

Πρώτες δειγματοληψίες (2-4 ώρες) 

Ν-Νιτροζωδιμεθυλαμίνη 

62-75-9 


Δεύτερες δειγματοληψίες (12-16 ώρες) 

Ν-2-Φθορενυλοακεταμίδιο 

(2-ΑΑΡ) 

53-96-3 

200-188-6 


Ως θετικοί μάρτυρες μπορούν να χρησιμοποιηθούν και 
άλλες κατάλληλες ουσίες. Επίσης, οι θετικοί μάρτυρες 
μπορούν να χορηγούνται και από οδό διαφορετική από 
εκείνη της υπό δοκιμή ουσίας. 

1.5 ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ 

1.5.1 Αριθμός και φύλο των ζώων 

Θα πρέπει να χρησιμοποιείται κατάλληλος αριθμός ζώ¬ 
ων ώστε να λαμβάνεται υπόψη η φυσική βιολογική ποικι¬ 
λία στην απόκριση. Κάθε ομάδα θα πρέπει να αποτελείται 
από 3 τουλάχιστον ζώα για εξέταση . Εφόσον υπάρχουν 
σημαντικά πρότερα στοιχεία, για τις ομάδες μάρτυρες, 
θετικούς και αρνητικούς, απαιτούνται μόνον 1 ή 2 ζώα. 

Εάν κατά το χρόνο της έρευνας υπάρχουν διαθέσιμα 
στοιχεία από μελέτες στο ίδιο είδος και με την ίδια οδό έκ¬ 
θεσης που αποδεικνύουν ότι δεν υπάρχουν ουσιαστικές 
διαφορές στην τοξικότητα μεταξύ των φύλων, τότε αρκεί 
η δοκιμή να γίνει σε ζώα ενός φύλου, κατά προτίμηση αρ¬ 
σενικό. Εφόσον η έκθεση σε μια χημική ουσία αφορά μό¬ 
νο το ένα φύλο, όπως π.χ. στην περίπτωση φαρμακευτι¬ 
κών ουσιών, η δοκιμή θα πρέπει να πραγματοποιείται με 
ζώα του αντίστοιχου φύλου. 

1.5.2 Χρονοδιάγραμμα αγωγής 

Οι εξεταζόμενες ουσίες χορηγούνται εν γένει με μία μό¬ 
νη αγωγή. 

1.5.3 Επίπεδα δόσεων 

Κανονικά, χρησιμοποιούνται τουλάχιστον δύο επίπεδα 
δόσεων. Η μέγιστη δόση ορίζεται ως η δόση που παρέχει 
σημάδια τοξικότητας τέτοια ώστε τυχόν υψηλότερα επί¬ 
πεδα δόσης, με βάση το ίδιο δοσολογικό καθεστώς, να 
αναμένεται φυσιολογικά να οδηγήσουν σε φαινόμενα 
θνησιμότητας. Γενικά, η χαμηλότερη δόση αντιστοιχεί 
στο 50% έως 25% της υψηλής δόσης. 

Ουσίες με ειδικές βιολογικές δράσεις σε χαμηλές μη 
τοξικές δόσεις (όπως ορμόνες και μιτωγόνα) μπορεί να 
αποτελούν εξαιρέσεις στα κριτήρια ρύθμισης των δόσε¬ 
ων και θα πρέπει να αξιολογούνται κατά περίπτωση. Εάν 
πραγματοποιηθεί μελέτη διαπίστωσης του εύρους επει¬ 
δή δεν υπάρχουν κατάλληλα διαθέσιμα δεδομένα, η με¬ 
λέτη αυτή θα πρέπει να πραγματοποιείται στο ίδιο εργα¬ 
στήριο, με το ίδιο είδος, φυλή, φύλο και αγωγή που χρη¬ 
σιμοποιούνται και στην κύρια μελέτη. 

Η μέγιστη δόση μπορεί επίσης να οριστεί και ως η δόση 
που παρέχει ενδείξεις τοξικότητας στο ήπαρ (π.χ. πυκνω- 
τικούς πυρήνες). 

1.5.4 Δοκιμή οριακής δόσης 

Εάν μία δοκιμή με ένα επίπεδο δόσης τουλάχιστον 2000 
ιτΐ 9 /Ι <9 βάρους σώματος στην οποία χρησιμοποιείται μία 
μόνη αγωγή, ή δύο αγωγές την ίδια μέρα, δεν δώσει ορα¬ 
τά τοξικά αποτελέσματα, και εφόσον δεν αναμένεται η εμ¬ 
φάνιση γονοτοξικότητας με βάση στοιχεία από ουσίες 
σχετικής δομής, τότε μπορεί να μην είναι αναγκαία η 


πραγματοποίηση πλήρους μελέτης. Η αναμενόμενη αν¬ 
θρώπινη έκθεση μπορεί να δώσει μία ένδειξη για το αν 
χρειάζεται να χρησιμοποιηθεί υψηλότερο επίπεδο δόσης 
στη δοκιμή οριακής δόσης. 

1.5.5 Χορήγηση δόσεων 

Η υπό δοκιμή ουσία χορηγείται συνήθως με διασωλή¬ 
νωση χρησιμοποιώντας στομαχικό σωλήνα ή κατάλληλο 
σωλήνα διασωλήνωσης. Μπορούν να χρησιμοποιηθούν 
και άλλες οδοί έκθεσης εφόσον μπορούν να αιτιολογη¬ 
θούν. Δεν συνιστάται πάντως η ενδοπεριτοναϊκή οδός 
επειδή με τον τρόπο αυτό το ήπαρ μπορεί να εκτεθεί 
απευθείας στην υπό δοκιμή ουσία αντί μέσω του κυκλο- 
φοριακού συστήματος. Ο μέγιστος όγκος υγρού που 
μπορεί να χορηγηθεί με διασωλήνωση ή έγχυση εφάπαξ 
εξαρτάται από το μέγεθος του πειραματόζωου. Ο όγκος 
δεν θα πρέπει να υπερβαίνει τα 2 γπΙ/1 00 $ βάρους σώμα¬ 
τος. Ανχρησιμοποιηθούν μεγαλύτεροι όγκοι, αυτό πρέπει 
να αιτιολογείται. Με εξαίρεση τις ερεθιστικές ή διαβρωτι- 
κές ουσίες οι οποίες κανονικά εμφανίζουν εντονότερα 
αποτελέσματα σε υψηλότερες συγκεντρώσεις, οι διαφο¬ 
ροποιήσεις στον όγκο θα πρέπει να ελαχιστοποιούνται 
προσαρμόζοντας τη συγκέντρωση ώστε να διασφαλίζε¬ 
ται σταθερός όγκος σε όλα τα επίπεδα δόσης. 

1.5.6 Προετοιμασία των ηπατικών κυττάρων 

Τα ηπατικά κύτταρα λαμβάνονται από υποβληθέντα σε 
αγωγή ζώα κανονικά 12-16 ώρες μετά τη χορήγηση. Χρει¬ 
άζεται εν γένει μία πρόσθετη πρώιμη δειγματοληψία (κα¬ 
νονικά 2-4 ώρες μετά την αγωγή) εκτός κι αν υπάρχει σα¬ 
φής θετική απόκριση στις 12-16 ώρες. Εντούτοις, μπο¬ 
ρούν να γίνουν δειγματοληψίες σε εναλλακτικά χρονικά 
διαστήματα εφόσον τούτο αιτιολογείται με βάση τοξικο- 
κινητικά δεδομένα. 

Βραχυπρόθεσμες καλλιέργειες ηπατικών κυττάρων 
θηλαστικών παρασκευάζονται συνήθως εγχύοντας επιτο- 
πίως στο ήπαρ κολλαγενάση και αφήνοντας τα προσφά- 
τως διασταθέντα ηπατικά κύτταρα να προσκολληθούν σε 
κάτάλληλη επιφάνεια. Τα ηπατικά κύτταρα από αρνητι¬ 
κούς μάρτυρες θα πρέπει να εμφανίζουν βιωσιμότητα (5) 
τουλάχιστον 50%. 

1.5.7 Προσδιορισμός της υϋ5 

Προσφάτως απομονωθέντα ηπατικά κύτταρα θηλαστι¬ 
κών επωάζονται συνήθως σε μέσο που περιέχει Ή-ΤάΒ 
για κατάλληλο χρονικό διάστημα, π.χ. 3-8 ώρες. Στο τέλος 
της περιόδου επωάσεως, το μέσο πρέπει να απομακρύ¬ 
νεται από τα κύτταρα τα οποία μπορούν κατόπιν να επω¬ 
αστούν σε μέσο που περιέχει περίσσεια μη επισημασμέ- 
νης θυμιδίνης για να μειωθεί η μη ενσωματωμένη ραδιέ- 
νεργεια ("σοΙά οΙιαεθ"). Τα κύτταρα κατόπιν εκπλένονται, 
στερεώνονται και ξηραίνονται. Για μεγαλύτερους χρό¬ 
νους επωάσεως, μπορεί να μη χρειάζεται η φάση της 
"οοΙό οΙΐ35θ". Οι αντικειμεφόροι πλάκες βυθίζονται σε αυ- 
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τοακτινογραφικό γαλάκτωμα, εκτίθενται στο σκότος (π.χ. 
ψύχονται για 7-14 ημέρες), αναπτύσσονται, χρωματίζο¬ 
νται και μετρούνται οι εκτεθειμένοι κόκκοι αργύρου. Για 
κάθε ζώο ετοιμάζονται δύο έως τρεις αντικειμενοφόροι 
πλάκες. 

1.5.8 Ανάλυση 

Τα αντικειμενοφόρα παρασκευάσματα θα πρέπει να πε¬ 
ριέχουν ικανό αριθμό κυττάρων κανονικής μορφολογίας 
για να μπορεί να γίνει σημαντική εκτίμηση της ϋ 08. Τα πα¬ 
ρασκευάσματα εξετάζονται με μικροσκόπιο για να διαπι¬ 
στωθεί αν υπάρχουν σημάδια έκδηλης κυτταροτοξικότη¬ 
τας. (π.χ. πύκνωση, μειωμένα επίπεδα ραδιοεπισήμαν- 
σης). 

Οι αντικειμενοφόροι θα πρέπει να λαμβάνουν ένα κωδι¬ 
κό πριν από την καταμέτρηση των κόκκων. Κανονικά με- 
τρούνται 100 κύτταρα από κάθε ζώο από δύοτουλάχιστον 
αντικειμενοφόρους πλάκες. Τυχόν καταμέτρηση λιγότε- 
ρων των 100 κυττάρων/ζώο θα πρέπει να αιτιολογείται. 
Γιατους πυρήνες 3-φάσεως δεν μετριέται ο αριθμός κόκ¬ 
κων, μπορεί όμως να καταγραφεί η αναλογία των κυττά¬ 
ρων δ-φάσεως. 

Η ποσότητα της ενσωματωμένης Ή-ΤάΒ στους πυρή¬ 
νες και το κυτταρόπλασμα μορφολογικώς κανονικών κυτ¬ 
τάρων, όπως δεικνύεται από την εναπόθεση κόκκων αρ¬ 
γύρου, θα πρέπει να προσδιορίζεται με κατάλληλες με¬ 
θόδους. 

Προσδιορίζεται ο αριθμός κόκκων στους πυρήνες (πυ¬ 
ρηνικοί κόκκοι, Ν<3) και στις πυρηνοϊσοδύναμες περιοχές 
στο κυτταρόπλασμα (κυτταροπλασματικοί κόκκοι, 00). 
Οι ΟΟ μετριώνται είτε από την ισχυρότερα επισημασμένη 
περιοχή του κυτταροπλάσματος, είτε από το μέσο όρο 
δύο ή τριών τυχαίων αριθμών κυτταροπλασματικών κόκ¬ 
κων κοντά στον πυρήνα. Μπορούν να χρησιμοποιηθούν 
και άλλες μέθοδοι καταμέτρησης (π.χ. καταμέτρηση σε 
ολόκληρο το κύτταρο) εφόσον υπάρχει κατάλληλη αιτιο¬ 
λόγηση (6). 

2. ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Θα πρέπει να δίνονται επιμέρους αποτελέσματα για κά¬ 
θε αντικειμενοφόρο και κάθε ζώο. Επιπλέον, όλα τα δε¬ 
δομένα θα πρέπει να συνοψίζονται με τη μορφή πίνακα. Ο 
αριθμός των καθαρών πυρηνικών κόκκων (ΝΝΟ) θα πρέ¬ 
πει να υπολογίζεται για κάθε κύτταρο, για κάθε ζώο και για 
κάθε δόση και χρονική στιμή αφαιρώντας τον αριθμό των 
00 από τον αριθμό των ΝΟ. Εφόσον μετρηθούν τα "κύτ¬ 
ταρα σε επιδιόρθωση", θα πρέπει τα κριτήρια για τον ορι¬ 
σμό των "κυττάρων σε επιδιόρθωση" να αιτιολογούνται 
και να στηρίζονται σε προϋπάρχοντα ή παράλληλα στοι¬ 
χεία αρνητικών μαρτύρων. Αριθμητικά αποτελέσματα 
μπορούν να εξαχθούν με στατιστικές μεθόδους. Εφόσον 
χρησιμοποιούνται, οι στατιστικές δοκιμές θα πρέπει να 
επιλέγονται και να αιτιολογούνται πριν από τη διεξαγωγή 
της έρευνας.. 

2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ¬ 
ΤΩΝ 

Παραδείγματα κριτηρίων για αποκρίσεις θετικές/αρνη¬ 
τικές είναι τα ακόλουθα: 

θετικές (ί) τιμές ΝΝΟ μεγαλύτερες ενός προκαθορι¬ 
σμένου κατώτερου ορίου που αιτιολογείται με βάση ερ¬ 
γαστηριακά προϋπάρχοντα δεδομένα, 

ή (ϋ) τιμές ΝΝΟ σημαντικά μεγαλύτερες από του πα¬ 
ράλληλου μάρτυρα, 

αρνητικές (ί) τιμές ΝΝΟ μέσα ή κάτω από τα προϋπάρ¬ 


χοντα δεδομένα για το κατώτερο όριο μάρτυρα, 

ή (ϋ) τιμές ΝΝΟ μη σημαντικά μεγαλύτερες από τον πα¬ 
ράλληλο μάρτυρα. 

Οα πρέπει να εξετάζεται η βιολογική σχετικότητα των 
δεδομένων, δηλ. θα πρέπει να λαμβάνονται υπόψη παρά¬ 
μετροι όπως η μεταξύ των ζώων διακύμανση, η σχέση δό- 
σης-απόκρισης και η κυτταροτοξικότητα. Ως βοήθημα 
στην αξιολόγηση των αποτελεσμάτων των δοκιμών μπο¬ 
ρούν να χρησιμοποιούνται και στατιστικές μέθοδοι. Πά¬ 
ντως, σε μία θετική απόκριση, δεν θα πρέπει ως μοναδι¬ 
κός αποφασιστικός παράγοντας να λαμβάνεται η στατι¬ 
στική σημαντικότητα 

Αν και τα περισσότερα πειράματα θα δίνουν σαφώς θε¬ 
τικά ή αρνητικά αποτελέσματα, σε σπάνιες περιπτώσεις 
τα δεδομένα ενδέχεται να μην επιτρέπουν τη εξαγωγή 
οριστικού συμπεράσματος σχετικά με τη δραστικότητα 
της υπό δοκιμή ουσίας. Τα αποτελέσματα μπορεί να πα¬ 
ραμένουν διφορούμενα ή αμφισβητήσιμα άσχετα με το 
πόσες φορές θα επαναληφθεί το πείραμα. 

θετικά αποτελέσματα από τη δοκιμή ΩΩ3 με ηπατικά 
κύτταρα θηλαστικών ίπ νίνο δείχνουν ότι η υπό δοκιμή ου¬ 
σία προκαλεί βλάβη στο ΩΝΑ σε ηπατικά κύτταρα θηλα¬ 
στικών ίη νίνο που μπορεί να επιδιορθωθεί με μη προ¬ 
γραμματισμένη σύνθεση ΩΝΑ ίη νίίΓΟ.. Αρνητικά αποτελέ¬ 
σματα δείχνουν ότι, υπό τις συνθήκες της δοκιμής, η υπό 
δοκιμή ουσία δεν προκαλεί βλάβη στο ΩΝΑπου να μπορεί 
να ανιχνευθεί με τη δοκιμή αυτή. 

θα πρέπει να εξετάζεται η πιθανότητα της υπό δοκιμή 
ουσίας να φθάσει στη γενική κυκλοφορία ή ειδικά στον 
ιστό στόχο (π.χ. συστεμική τοξικότητα). 

3. ΑΝΑΦΟΡΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

ΕΚΘΕΣΗ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η έκθεση δοκιμής πρέπει να περιλαμβάνει τα ακόλου¬ 
θα στοιχεία: 

Διαλύτης/Φορέας 

• αιτιολόγηση της επιλογής του φορέα, 

• διαλυτότητα και σταθερότητα της υπό δοκιμή ουσίας 
στο διαλύτη/φορέα, εφόσον είναι γνωστές, 

Εξετασθέντα ζώα: 

• χρησιμοποιηθέν είδος/φυλή, 

• αριθμό, ηλικία και φύλο των ζώων, 

• πηγή, συνθήκες στέγασης, δίαιτα, κλπ, 

• βάρος των μεμονωμένων ζώων στην έναρξη της δοκι¬ 
μής, συμπεριλαμβανομένου του εύρους των βαρών σώ¬ 
ματος, της μέσης τιμής και της τυπικής απόκλισης για κά¬ 
θε ομάδα. 

Συνθήκες δοκιμής: 

• θετικούς και αρνητικούς (φορέα/διαλύτη) μάρτυρες, 

• στοιχεία από τη μελέτη εύρεσης του εύρους, εφόσον 
έγινε, 

• αιτιολογία επιλογής του επιπέδου δόσεως, 

• λεπτομέρειες για την προετοιμασία της υπό δοκιμή 
ουσίας, 

• λεπτομέρειες για τη χορήγηση της υπό δοκιμή ου¬ 
σίας, 

• αιτιολογία της επιλεγείσας οδού χορήγησης, 

• μεθόδους επαλήθευσης ότι η υπό δοκιμή ουσία έφθα- 
σε στη γενική κυκλοφορία ή στον ιστό-στόχο, εφόσον συ¬ 
ντρέχει περίπτωση, 

• μετατροπή της συγκέντρωσης (ρρπι) της υπό δοκιμή 
ουσίας στη δίαιτα/πόσιμο νερό στην πραγματική δόση 
(πιρ/Ι <9 βάρους σώματος/ημέρα), εφόσον συντρέχει πε¬ 
ρίπτωση, 
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• λεπτομέρειες για την ποιότητα της τροφής και του νε¬ 
ρού, 

• λεπτομερή περιγραφή των σχημάτων αγωγής και 
δειγματοληψίας, 

• μεθόδους για τις μετρήσεις της τοξικότητας, 

• μεθόδους προετοιμασίας και καλλιέργειας των ηπα- 
τικών κυττάρων, 

• χρησιμοποιηθείσα αυτοακτινογραφική τεχνική, 

• αριθμό αντικειμενοφόρων πλακών και αριθμούς κα- 
ταμετρηθέντων κυτττάρων, 

• κριτήρια αξιολόγησης, 

• κριτήρια κατάταξης της δοκιμής ως θετικής, αρνητι¬ 
κής ή διφορούμενης. 

Αποτελέσματα: 

• μέσες τιμές κατά αντικειμενοφόρο, ζώο και ομάδα για 
τους πυρηνικούς κόκκους, κυτταροπλασματικούς κόκ¬ 
κους και καθαρούς πυρηνικούς κόκκους, 

• σχέση δόσης-απόκρισης, όπου είναι δυνατό, 

• στατιστικές εκτιμήσεις, εφόσον υπάρχουν, 

• σημάδια τοξικότητας, 

• παράλληλα στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύ- 
της/φορέας) και θετικούς μάρτυρες, 

• προϋπάρχοντα στοιχεία για τους αρνητικούς (διαλύ- 
της/φορέας) και θετικούς μάρτυρες, με εύρη, μέσες τιμές 
και τυπικές αποκλίσεις, 

• αριθμό "κυττάρων σε επιδιόρθωση", εφόσον προσ¬ 
διορίστηκε, 

• αριθμό κυττάρων "3-φάσεως", εφόσον προσδιορί¬ 
στηκε, 

• βιωσιμότητα των κυττάρων. 

Εξέταση των αποτελεσμάτων. 

Συμπεράσματα. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2Η 

Β.40. ΔΙΑΒΡΩΣΗ ΤΟΥ ΔΕΡΜΑΤΟΣ 

1. ΜΕΘΟΔΟΣ 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Το Ευρωπαϊκό Κέντρο Επικύρωσης Εναλλακτικών Με¬ 
θόδων (ΕΚΕΕΜ, Κοινό Κέντρο Ερευνών, Ευρωπαϊκή Επι¬ 
τροπή) έχει εγκρίνει ως επιστημονικά έγκυρες δύο ίπ νίίΐΌ 
δοκιμές δερματικής διαβρωτικότητας, τη δοκιμασία δια- 
δερμικής ηλεκτρικής αντίστασης (ΤΕΒ - ίΓ3Πδουΐ3Πθουδ 
θίθοίποθΐ Γθδίδίθποθ) δέρματος επίμυος και δοκιμή που 
χρησιμοποιεί ομοίωμα ανθρωπίνου δέρματος (1)(2)(3). Η 
μελέτη επικύρωσης του ΕΚΕΕΜ κατέδειξε ότι και οι δύο 
δοκιμές είναι σε θέση να διακρίνουν με αξιόπιστο τρόπο 
γνωστές διαβρωτικές από μη διαβρωτικές ουσίες του 
δέρματος. Πέραντούτου, το πρωτόκολλο της δοκιμής με 
ομοίωμα ανθρώπινου δέρματος, επέτρεψε ορθή διάκρι¬ 
ση μεταξύ των διαφόρων βαθμών διαβρωτικών επιδράσε¬ 
ων (γνωστά ισχυρά διαβρωτικά του δέρματος, Β35, και 
άλλα διαβρωτικά του δέρματος Β34) (2). Η περιγραφή 
των δύο μεθόδων και η διαδικασία της δοκιμής παρέχο¬ 
νται κατωτέρω. Η επιλογή της μεθόδου γίνεται με βάση 
τις ειδικές απαιτήσεις καιτις προτιμήσεις του χρήστη. 

Βλ. επίσης γενική εισαγωγή μέρος Β. 

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ 

Διάβρωση του δέρματος: είναι η πρόκληση μη αντι¬ 
στρεπτής βλάβης στο δερματικό ιστό μετά την εφαρμογή 
ελεγχόμενης ουσίας. 

1.3 ΟΥΣΙΕΣ ΑΝΑΦΟΡΑΣ 

Ουδεμία, αλλά βλ. σημεία 1.5.3.4 και 1.7.2.3. 

1.4 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ - ΔΟΚΙΜΑΣΙΑ ΔΙΑΔΕΡΜΙΚΗΣ 
ΗΛΕΚΤΡΙΚΗΣ ΑΝΤΙΣΤΑΣΗΣ (ΤΕΒ) ΔΕΡΜΑΤΟΣ ΕΠΙΜΥΟΣ 

Το ελεγχόμενο υλικό εφαρμόζεται επί 24 ώρες κατ’ ανώτα¬ 
το όριο στις επιδερμικές επιφάνειες δίσκων δέρματος που 
έχουν ληφθεί από τις δορές νεαρών επιμυών οι οποίοι έχουν 
θανατωθεί με μη βάναυσο τρόπο. Τα διαβρωτικά υλικά προσ¬ 
διορίζονται βάσειτηςικανότητάςτουςναπροκαλούν απώλεια 
της ακεραιότητας της κερατίνης στιβάδας και της φρακτικής 
λειτουργίας, η οποία μετράται ως μείωση της εγγενούς δια- 
δερμικής ηλεκτρικής αντίστασης (ΤΕΒ) σε επίπεδα χαμηλότε¬ 
ρα ενός κατώτατου ορίου (5ΚΩ) (4) (5). Ερεθιστικά και μη ερε¬ 
θιστικά υλικά δεν προκαλούν μείωση της ΤΕΒ σε επίπεδα χα¬ 
μηλότερα του κατωτάτου ορίου. Στη διαδικασία της δοκιμής 
μπορεί να ενσωματωθεί ένα στάδιο δέσμευσης χρωστικής για 
τις τασιενεργές ουσίες και τις ουδέτερες οργανικές ενώσεις 
(για τους ορισμούς βλ. υποσημείωση (6)) ώστε να μειωθεί ο 
αριθμός των ψευδοθετικών αποτελεσμάτων που λαμβάνο- 
νται με χημικές ουσίες αυτού του τύπου συγκεκριμένα (2) (7). 

1.5 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ - ΔΟΚΙ¬ 
ΜΑΣΙΑ ΤΕΒ ΔΕΡΜΑΤΟΣ ΕΠΙΜΥΟΣ 

1.5.1 Πειραματόζωα 

Για την προετοιμασία των δίσκων δέρματος απαιτούνται 
νεαροί (20-23 ημερών) επίμυες (στέλεχος \Λ/ί3ΐ3Γ ή παρό¬ 
μοιο). Αφαιρείται επιμελώς το τρίχωμα από την περιοχή 
της ράχης και των πλευρών με μικρή ξυριστική μηχανή για 
ζώα. Τα πειραματόζωα εκπλύνονται και σφουγγίζονται 
επιμελώς ενώ η περιοχή εμβαπτίζεται σε αντιβιοτικό διά¬ 
λυμα (που περιέχει, επί παραδείγματι, στρεπτομυκίνη, πε- 
νικιλίνη, χλωραμφαινικόλη ή αμφοτερικίνη, σε κατάλληλες 
συγκεντρώσεις για την αναστολή της βακτηριακής ανά¬ 
πτυξης). Τα πειραματόζωα εκπλύνονται εκ νέου με αντι¬ 
βιοτικά την τρίτη ή τέταρτη ημέρα με την πρώτη έκπλυση 
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και χρησιμοποιούνται εντός τριών ημερών (η ηλικία των 
πειραματόζωων δεν πρέπει να υπερβαίνει τις 31 ημέρες 
για την προετοιμασία της δοράς). 

1.5.2 Προετοιμασία των δίσκων δέρματος 

Τα πειραματόζωα θανατώνονται με μη βάναυσο τρόπο. 
Αφαιρείται το δέρμα από τη ράχη κάθε ζώου και απαλ¬ 
λάσσεται από την περίσσεια λίπους με προσεκτική απο¬ 
μάκρυνσή του από το δέρμα. Η δορά τοποθετείται επάνω 
από το άκρο σωλήνα πολυτετραφθωροαιθυλενίου (ΡΤΡΕ) 
με τρόπο ώστε η επιφάνεια της επιδερμίδας να βρίσκεται 
σε επαφή με το σωλήνα. Το δέρμα συγκροτείται στη θέση 
του με τη βοήθεια ελαστικού δακτυλίου Ο ο οποίος στε¬ 
ρεώνεται με πίεση στο άκρο του σωλήνα, ενώ η περίσσεια 
ιστών αποκόπτεται. Οιδιαστάσειςτου σωλήνα καιτου δα¬ 
κτυλίου παρέχονται στο σχήμα 1. Στη συνέχεια, η ένωση 
του ελαστικού δακτυλίου Ο με το άκρο του σωλήνα ΡΤΡΕ 
στεγανοποιείται με τη βοήθεια βαζελίνης. Ο σωλήνας 
στηρίζεται με ελατηριωτό σφιγκτήρα ενός υποδοχέα που 
περιέχει διάλυμα θειικού μαγνησίου (154πιΜ) (σχήμα 2). 

1.5.3 Διαδικασία δοκιμής 

1.5.3.1 Εφαρμογή του ελεγχόμενου υλικού 

Οι υγρές ελεγχόμενες ουσίες (150πιΙ) εφαρμόζονται 
στην επιδερμική επιφάνεια που βρίσκεται στο εσωτερικό 
του σωλήνα (σχήμα 2). Οταν εξετάζονται στερεά υλικά, 
εφαρμόζεται επαρκής ποσότητα στερεού υλικού στο δί¬ 
σκο ώστε να καλύπτεται το σύνολο της επιφάνειας της 
επιδερμίδας. Στη συνέχεια, 150πιΙ απιονισμένου νερού 
προστίθενται στο στερεό υλικό και οι σωλήνες αναδεύο¬ 
νται ήπια. Οι ελεγχόμενες ουσίες πρέπει να είναι σε μέγι- 
στη δυνατή επαφή με το δέρμα. Για ορισμένα στερεά αυ¬ 
τό μπορεί να επιτευχθεί με θέρμανση στους 30 °0 κατ’ 
ανώτατο όριο και τήξη της ελεγχόμενης ουσίας ή με άλε¬ 
σμα ώστε να ληφθεί κοκκοποιημένο υλικό ή σκόνη. 

Γ ια κάθε ελεγχόμενη ουσία χρησιμοποιούνται τρεις δίσκοι 
δέρματος. Οι ελεγχόμενες ουσίες διατηρούνται σε επαφή 
με το δέρμα επί 24 ώρες (βλ. επίσης 1.5.3.4). Στη συνέχεια 
εκπλύνονται με εκτόξευση τρεχούμενου νερού θερμοκρα¬ 
σίας έως 30° Ο έως ότου απομακρυνθούν πλήρως. Η απο¬ 
μάκρυνση ελεγχόμενων ουσιών που έχουν στερεοποιηθεί 
στο εσωτερικό του σωλήνα είναι δυνατόν να διευκολυνθεί με 
εκτόξευση θερμού νερού θερμοκρασίας 30°Ο περίπου. 

1.5.3.2 Μετρήσεις ΤΕΒ 

Η ΤΕΒ μετράται με τη βοήθεια γέφυρας δεδομένων 
(άαΐαόπύρθ) που λειτουργεί με εναλλασσόμενο ρεύμα και 
χαμηλή τάση (π.χ. ΑΙΜ401 ή 6401, ή αντίστοιχη). Πριν από 
τη μέτρηση της ηλεκτρικής αντίστασης, ελαττώνεται η 
επιφανειακή τάση του δέρματος με την προσθήκη αιθα- 
νόλης 70% στην ποσότητα που απαιτείται για να καλυφθεί 
η επιδερμίδα. Λίγα λεπτά αργότερα, ο σωλήνας αντιστρέ¬ 
φεται για να απομακρυνθεί η αιθανόλη και ο ιστός ενυδα¬ 
τώνεται με την προσθήκη 3ηηΙ διαλύματος θειικού μαγνη¬ 
σίου (154 γπΜ). Τα ηλεκτρόδια της γέφυρας δεδομένων 
τοποθετούνται σε μια από τις δύο πλευρές του δίσκου 
δέρματος για τη μέτρηση της αντίστασης σε ΚΩ/δίσκο 
δέρματος (σχήμα 2). Οι διαστάσεις των ηλεκτροδίων και 
το μήκος του ηλεκτροδίου που βρίσκεται κάτω από τους 
σφιγκτήρες τύπου κροδοδείλου παρέχονται στο σχήμα 1. 
Ο σφιγκτήρας του εσωτερικού (χονδρού) ηλεκτροδίου 
τοποθετείται στην κορυφή του σωλήνα ΡΤΡΕ κατά τη μέ¬ 
τρηση της αντίστασης ώστε να εξασφαλίζεται η εμβάπτι- 
ση σταθερού τμήματοςτου ηλεκτροδίου στο διάλυμα θει- 
ικού μαγνησίου. Το εξωτερικό (λεπτό) ηλεκτρόδιο τοπο¬ 
θετείται εντός του υποδοχέα με τρόπο ώστε να 


ακουμπάει στον πυθμένα του. Η απόσταση μεταξύ βάσης 
του ελατηριωτού σφιγκτήρα και της βάσης του σωλήνα 
ΡΤΡΕ διατηρείται σταθερή (σχήμαί) δεδομένου ότι επη¬ 
ρεάζει τη λαμβανόμενη τιμή της αντίστασης. 

Σημειώνεται ότι αν η μετρούμενη τιμή της αντίστασης 
υπερβαίνειτα 20 ΚΩ, αυτό μπορεί να οφείλεται στην ελεγ¬ 
χόμενη ουσία που επικαλύπτει την επιδερμική επιφάνεια 
του δίσκου δέρματος. Μπορεί να επιχειρηθεί απομάκρυν¬ 
ση της ουσίας αυτής με ανάδευση του σωλήνα ΡΤΡΕ επί 
10 δευτερόλεπτα περίπου αφού καλυφθεί το στόμιό του 
με τον προστατευόμενο με γάντι αντίχειρα. Το διάλυμα 
θειικού μαγνησίου αποχύνεται και επαναλαμβάνεται η μέ¬ 
τρηση της αντίστασης με νέο διάλυμα θειικού μαγνησίου. 

Οι μέσες μετρούμενες τιμές ΤΕΡ γίνονται αποδεκτές 
εφόσον οι σύγχρονές τους θετικές και αρνητικές τιμές 
που έχουνπροκύψει για την ουσία μάρτυρα περικλείονται 
στις αποδεκτές για τη μέθοδο περιοχές τιμών. Οι υποδει¬ 
κνυόμενες ουσίες μάρτυρες και οι αντίστοιχες αποδεκτές 
περιοχές τιμών ηλεκτρικής αντίστασης για την περιγρα- 
φόμενη μεθοδολογία και συσκευή έχουν ως εξής: 


Μάρτυρας 

Ουσία 

Πεδίο τιμών ηλεκτρικής 
αντίσταςης (ΙίΩ) 

Θετικός 

Υδροχλωρικό οξύ (36%) 10Μ 

0,5- 1.0 

Αρνητικός 

Αποσταγμένο νερό 

10-25 


1.5.3.3 Τροποποιημένη διαδικασία για τασιενεργές ου¬ 
σίες και ουδέτερες οργανικές ενώσεις 

Εάν οι τιμές ΤΕΡ! ελεγχόμενων ουσιών που εμπίπτουν 
στην κατηγορία τωντασιενεργών ουσιών ή των ουδέτερων 
οργανικών ενώσεων είναι μικρότερες από ή ίσες με 5 Ι<Ω, 
μπορεί να πραγματοποιηθεί εκτίμηση της διείσδυσης χρω¬ 
στικής στους ιστούς. Με τη διαδικασία αυτή θα προσδιορι¬ 
στεί κατά πόσο τα αποτελέσματα είναι ψευδοθετικά (2). 

1.5.3.3.1 Εφαρμογή και απομάκρυνση της χρωστικής 
ουσίας σουλφοροδαμίνης Β 

Μετά την αρχική κατεργασία με την ελεγχόμενη ουσία 
εφαρμόζονται στην επιδερμική επιφάνεια κάθε δίσκου 
δέρματος για δύο ώρες, 150 μΙ διαλύματος σουλφοροδα¬ 
μίνης Β σε απεσταγμένο νερό 10% (νν/ν). Στη συνέχεια, οι 
δίσκοι δέρματος εκπλύνονται με εκτόξευση τρεχούμενου 
νερού θερμοκρασίας δωματίου επί 10 δευτερόλεπτα περί¬ 
που ώστε να απομακρυνθεί τυχόν περίσσεια ή αδέσμευτη 
χρωστική. Εκαστος των δίσκων δέρματος αφαιρείται από 
τον σωλήνα ΡΤΡΕ και τοποθετείται με φιαλίδιο (π.χ. γυάλι¬ 
νο φιαλίδιο σπινθηρισμού των 20 ηηΙ) που περιέχει απιονι- 
σμένο νερό (8 πιΙ). Τα φιαλίδια αναδεύονται ήπια επί 5 λε¬ 
πτά ώστε να απομακρυνθεί τυχόν επιπλέον περίσσεια ή 
αδέσμευτη χρωστική. Επαναλαμβάνεται η έκπλυση μετρε- 
χούμενο νερό και, στη συνέχεια, οι δίσκοι δέρματος αφαι- 
ρούνται και τοποθετούνται σε φιαλίδια που περιέχουν 5 πιΙ 
διαλύματος δωδεκυλοσουλφονικού νατρίου (5Ω3) σε απο- 
σταγμένο νερό 30% (νν/ν). Τα φιαλίδια αφήνονται προς 
επώαση στους 60° Ο επί μια νύχτα. Μετά την επώαση, οι δί¬ 
σκοι δέρματος αφαιρούνται από τα φιαλίδια και απορρί¬ 
πτονται ενώ το εναπομένον διάλυμα φυγοκεντρείται επί 8 
λεπτά στους 21 °Ω (σχετική φυγόκεντρος δύναμη ~ 175). 
Από την υπερκείμενη στιβάδα λαμβάνεται 1 πιΙ και αραιώ¬ 
νεται σε αναλογία 1 προς 5 (ν/ν) [δηλ. 1 πιΙ + 4 πιΙ] με διά¬ 
λυμα 30% (νν/ν) 3Ω3 σε απεσταγμένο νερό. Η οπτική πυ¬ 
κνότητα του διαλύματος μετράται στα 565 πγπ περίπου. 

1.5.3.3.2 Υπολογισμός της περιεκτικότητας σε χρωστική 

Η περιεκτικότητα κάθε δίσκου σε σουλφοροδαμίνη Β 

υπολογίζεται με βάση τιςτιμές οπτικής πυκνότητας (συντε¬ 
λεστής μοριακής απόσβεσης της σουλφοροδαμίνης Β στα 
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565 ηιη = 8.7 χ 10 4 * μοριακό βάρος = 580). Προσδιορίζεται 
η περιεκτικότητα εκάστου δίσκου δέρματος σε σουλφορο- 
δαμίνη Β και κατόπιν υπολογίζεται η μέση περιεκτικότητα σε 
χρωστική για τις επαναλήψεις. Οι μέσες τιμές δέσμευσης 
χρωστικής γίνονται αποδεκτές εφόσον οι σύγχρονες τιμές 
που έχουν προκόψει για την ουσία μάρτυρα περικλείονται 
στις αποδεκτές για τη μέθοδο περιοχές τιμών. Οι υποδει¬ 
κνυόμενες αποδεκτές περιοχές τιμών περιεκτικοτήτων σε 
χρωστική για τις ουσίες μάρτυρες, για τη μεθοδολογία και 
για τη συσκευασία που περιγράφονται έχουν ως εξής: 


Μάρτυρας 

Ουσία 

Περιοχή τιμών περιεκτικοτήτων σε 
χρωστική (με/δίσκο) 

Θετικός 

Υδροχλωρικό οξύ 36% ΙΟΜ 

40- 100 

Αρνητικός 

Αποσταγμένο νερό 

15-35 


1.5.3.4 Πρόσθετες πληροφορίες 

Οι ελεγχόμενες ουσίες μπορούν να εφαρμόζονται 
στους δίσκους δέρματος για βραχύτερα χρονικά διαστή¬ 
ματα (π.χ. 2 ώρες) προκειμένου να εντοπίζονται υλικά που 
προκαλούν ισχυρή διάβρωση. Η μελέτη επικύρωσης, 
ωστόσο, κατέδειξε ότι η δοκιμασία ΤΕΒ οδήγησε σε υπε- 
ρεκτίμηση του διαβρωτικού δυναμικού διαφόρων ελεγ¬ 
χόμενων χημικών ουσιών μετά τη διατήρησή τους σε επα¬ 
φή με τους δίσκους δέρματος επί δύο ώρες (2), ενώ με την 
εικοσιτετράωρη διαδικασία επέτρεψε τον ορθό προσδιο¬ 
ρισμό των διαβρωτικών και μη διαβρωτικών ουσιών. 

Τα χαρακτηριστικά και οι διαστάσεις της χρησιμοποι¬ 
ούμενης συσκευής καθώς και η ακολουθούμενη πειρα¬ 
ματική διαδικασία μπορούν να επηρεάσουν τις λαμβανό- 
μενες τιμές ΤΕΒ. Το κατώτατο όριο διάβρωσης των 5 ΚΩ 
υπολογίστηκε με βάση τα δεδομένα που ελήφθησαν με τη 
συγκεκριμένη συσκευή και διαδικασία που περιγράφο- 
νται στην παρούσα μέθοδο. Σε περίπτωση ση μαντικής με¬ 
ταβολής των συνθηκών της δοκιμής είναι δυνατόν να 
ισχύουν διαφορετικά όρια και τιμές για τους μάρτυρες. 
Ως εκ τούτου, συνιστάται διακρίβωση της μεθοδολογίας 
και του κατωτάτου ορίου αντίστασης μέσω της διεξαγω¬ 
γής δοκιμών με σειρά προτύπων διαλυμάτων αναφοράς 
τα οποία θα επιλεγούν μεταξύ των χημικών ουσιών που 
χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη επικύρωσης (3). 

1.6 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ - ΔΟΚΙΜΑΣΙΑ ΜΕ 
ΟΜΟΙΩΜΑ ΑΝΘΡΩΠΙΝΟΥ ΔΕΡΜΑΤΟΣ 

Το ελεγχόμενο υλικό εφαρμόζεταιτοπικά επί 4 ώρες κατ’ 
ανώτατο όριο, στο τρισδιάστατο ομοίωμα ανθρώπινου 
δέρματος το οποίο περιλαμβάνει αναπλασθείσα επιδερμί¬ 
δα με λειτουργική κερατίνη στιβάδα. Τα διαβρωτικά υλικά 
ταυτοποιούνται με βάση την ικανότητά τους να προκα¬ 
λούν μείωση της κυτταρικής βιωσιμότητας (όπως προσ¬ 
διορίζεται π.χ. με τη δοκιμασία αναγωγής του ΜΤΤ) σε επί¬ 
πεδα χαμηλότερα των καθορισθέντων κατωτάτων ορίων 
σε συγκεκριμένες περιόδους έκθεσης. Η αρχή της δοκι¬ 
μασίας στηρίζεται στο σκεπτικό ότι διαβρωτικές χημικές 
ουσίες είναι εκείνες που μπορούν να διεισδύσουν στην κε¬ 
ρατίνη στοιβάδα (με διάχυση ή διάβρωση) και είναι αρ¬ 
κούντως κυτταροτοξικές ώστε να προκαλούν το θάνατο 
των κυττάρων στις υποκείμενες κυτταρικές στοιβάδες. 

1.7 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ - ΔΟΚΙ¬ 
ΜΑΣΙΑ ΜΕ ΟΜΟΙΩΜΑ ΑΝΘΡΩΠΙΝΟΥ ΔΕΡΜΑΤΟΣ 

1.7.1 Ομοιώματα ανθρωπίνου δέρματος 

Τα ομοιώματα ανθρώπινου δέρματος είναι δυνατόν να 
προέρχονται από διάφορες πηγές, αλλά πρέπει να ικανο¬ 
ποιούν ορισμένα κριτήρια. Το ομοίωμα πρέπει να έχει μια 
λειτουργική κερατίνη στοιβάδα με υπόστρωμα ζώντων 
κυττάρων. Η φρακτική λειτουργία της κερατίνης στοιβά¬ 


δας πρέπει να είναι επαρκής. Αυτό μπορεί να αποδειχθεί 
καταδεικνύοντας την αντοχή του ομοιώματος στην κυτ¬ 
ταροτοξικότητα μετά την εφαρμογή ουσιών οι οποίες εί¬ 
ναι γνωστές ως κυτταροτοξικές αλλά δεν διαπερνούν την 
κερατίνη στοιβάδα. Πρέπει επίσης να καταδεικνύεται ότι 
με το ομοίωμα αυτό λαμβάνονται αναπαραγώγιμα αποτε¬ 
λέσματα υπό καθορισμένες πειραματικές συνθήκες. 

Η βιωσιμότητα των ζώντων κυττάρων του ομοιώματος 
πρέπει να είναι αρκετά υψηλή ώστε να γίνεται σαφής διά¬ 
κριση μεταξύ των θετικών και αρνητικών μαρτύρων. Η κυτ¬ 
ταρική βιωσιμότητα (όπως προκύπτει, επί παραδείγματι, 
από τη μέτρηση των επιπέδων του αναχθέντος ΜΤΤ, δηλα¬ 
δή σε τιμή οπτικής πυκνότητας) μετά την έκθεση σε αρνη¬ 
τικό μάρτυρα πρέπει να εμπίπτει στα αποδεκτά όρια για το 
συγκεκριμένο ομοίωμα. Ομοίως, οιτιμές κυτταρικής βιωσι¬ 
μότητας που λαμβάνονται με θετικό μάρτυρα (έναντι των 
αντίστοιχων που λαμβάνονται με αρνητικό μάρτυρα) πρέ¬ 
πει να βρίσκονται εντός καθορισμένων ορίων. Το χρησιμο¬ 
ποιούμενο προγνωστικό μοντέλο πρέπει να ανταποκρίνε- 
ται απαραιτήτως στα διεθνή πρότυπα επικύρωσης (2). 

1.7.2 Διαδικασία δοκιμής 

1.7.2.1 Εφαρμογή του ελεγχόμενου υλικού 

Προκειμένου για υγρά υλικά, χρησιμοποιείται επαρκής 

ποσότητα ελεγχόμενης ουσίας ώστε να καλύπτει την επι¬ 
φάνεια του δέρματος (τουλάχιστον 25 μΙ/οιτι 2 ). Προκειμέ¬ 
νου για στερεά υλικά, χρησιμοποιείται επαρκής ποσότητα 
ελεγχόμενης ουσίας ώστε να καλύπτει το δέρμα και στη 
συνέχεια η στερεά ουσία υγραίνεται για να εξασφαλιστεί 
καλή επαφή με το δέρμα. Εφόσον απαιτείται, τα στερεά κο- 
νιοποιούνται πριν από την χρησιμοποίησή τους. Η μέθοδος 
εφαρμογής πρέπει να είναι κατάλληλη για ένα ευρύ φάσμα 
χημικών ουσιών (βλ. υποσημείωση 2). Στο τέλος της περιό¬ 
δου έκθεσης το ελεγχόμενο υλικό εκπλύνεται επιμελώς 
από την επιφάνεια του δέρματος με αλατούχο διάλυμα. 

1.7.2.2 Μετρήσεις της κυτταρικής βιωσιμότητας 

Για τη μέτρηση της κυτταρικής βιωσιμότητας μπορεί να 
χρησιμοποιηθείοιαδήποτε επικυρωμένη ποσοτική μέθοδος. 
Η πλέον χρησιμοποιούμενη δοκιμασία είναι η αναγωγή ΜΤΤ 
η οποία παρείχε ακριβή και αναπαραγώγιμα αποτελέσματα 
σε διάφορα εργαστήρια (2). Ο δίσκος δέρματος εμβαπτίζε¬ 
ται σε διάλυμα ΜΤΤ συγκεντρώσεως 0,3 τηρ/πιΙ στους 20- 
28 ° Ο επί 3 ώρες. Τ ο προκύπτον κυανούν ίζημα ίοτσιαζαπ εκ- 
χυλίζεται (εκχύλιση με διαλύτη) και η συγκέντρωση της ίοτ- 
πιαζαη υπολογίζεται με μέτρηση της οπτικής πυκνότητας σε 
περιοχή μήκους κύματος μεταξύ 545 και 595 ηιτι. 

1.7.2.3 Πρόσθετες πληροφορίες 

Το είδος του χρησιμοποιηθέντος ομοιώματος δέρμα¬ 
τος και το ακριβές πρωτόκολλο του χρόνου έκθεσης και 
των διαδικασιών έκπλυσης κ.λπ. επηρεάζουν σε μεγάλο 
βαθμό τα σχετικά με την κυτταρική βιωσιμότητα αποτελέ¬ 
σματα. Συνιστάται διακρίβωση της μεθοδολογίας και του 
προγνωστικού μοντέλου μέσω της διεξαγωγής δοκιμών 
με σειρά προτύπων διαλυμάτων αναφοράς τα οποία επι¬ 
λέγονται μεταξύ των χημικών ουσιών που χρησιμοποιή¬ 
θηκαν στη μελέτη επικύρωσης του ΕΚΕΕΜ (3). Η χρησι- 
μοποιηθείσα μέθοδος είναι απαραίτητο να έχει αποδει- 
χθεί αναπαραγώγιμη εντός και μεταξύ των διαφόρων 
εργαστηρίων για ένα ευρύ φάσμα χημικών ουσιών, σύμ¬ 
φωνα με τα διεθνή πρότυπα. Η μέθοδος πρέπει να αντα- 
ποκρίνεται τουλάχιστον στα κριτήρια επιστημονικής επι¬ 
κύρωσης που καθορίζονται προηγουμένως (2) καιτα απο¬ 
τελέσματα της μελέτης επικύρωσης να δημοσιεύονται σε 
έγκυρο επιστημονικό περιοδικό του οποίου τα άρθρα 
εγκρίνονται από ομότιμους αξιολογητές. 
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2. ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

2.1.1 Δοκιμασία ΤΕΒ δέρματος επίμυος 

Οι τιμές ηλεκτρικής αντίστασης σε Ι<Ωτου ελεγχόμενου 
υλικού, των θετικών και αρνητικών μαρτύρων και τυχόν 
προτύπων χημικών ουσιών αναφοράς πρέπει να παρου¬ 
σιάζονται υπό μορφή πίνακα, όπου θα περιλαμβάνονται 
επίσης δεδομένα για τα επαναληπτικά πειράματα, μέσες 
τιμές και η προκύπτουσα ταξινόμηση. 

2.1.2 Δοκιμασία με ομοίωμα ανθρώπινου δέρματος 

Οι τιμές οπτικής πυκνότητας και τα υπολογισθέντα δε¬ 
δομένα εκατοστιαίας κυτταρικής βιωσιμότητας για το 
ελεγχόμενο υλικό, τους θετικούς και αρνητικούς μάρτυ¬ 
ρες καιτυχόν πρότυπες χημικές ουσίες αναφοράς πρέπει 
να παρουσιάζονται υπό μορφή πίνακα, όπου περιλαμβά¬ 
νονται επίσης δεδομένα για τα επαναληπτικά πειράματα, 
μέσες τιμές και η προκύπτουσα ταξινόμηση. 

2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ¬ 
ΤΩΝ 

2.2.1 Δοκιμασία ΤΕΒ δέρματος επίμυος 

Όταν η μέση τιμή ΤΕΒ που λαμβάνεται για την ελεγχό¬ 
μενη ουσία υπερβαίνει τα 5 ΚΩ τότε η συγκεκριμένη ουσία 
δεν θεωρείται διαβρωτική. Εάν η τιμή ΤΕΒ είναι μικρότερη 
ή ίση των 5 ΚΩ, η ελεγχόμενη ουσία θεωρείται διαβρωτική 
εφόσον δεν πρόκειται για τασιενεργό ουσία ή ουδέτερη 
οργανική ένωση. 

Για τασιενεργές ουσίες ή ουδέτερες οργανικές ενώ¬ 
σεις για τις οποίες λαμβάνονται τιμές ΤΕΒ μικρότερες ή 
ίσες των 5 ΚΩ, είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθεί η μέθο¬ 
δος της διείσδυσης χρωστικής. Εάν η μέση περιεκτικό- 
τητατου δίσκου σε χρωστική υπερβαίνει ή ισούται με την 
αντίστοιχη μέση περιεκτικότητα σε χρωστική που προ¬ 
κύπτει ταυτόχρονα για το θετικό μάρτυρα 36% υδρο¬ 
χλώριο, τότε το λαμβανόμενο αποτέλεσμα για την ελεγ¬ 
χόμενη ουσία είναι πραγματικά θετικό και η ουσία θεω¬ 
ρείται επομένως διαβρωτική. Εάν η μέση περιεκτικότητα 
του δίσκου σε χρωστική είναι μικρότερη από την αντί¬ 
στοιχη μέση περιεκτικότητα σε χρωστική που προκύπτει 
ταυτόχρονα για το θετικό μάρτυρα 36% υδροχλώριο, τό¬ 
τε το λαμβανόμενο αποτέλεσμα για την ελεγχόμενη ου¬ 
σία είναι ψευδοθετικό και η ουσία δεν είναι επομένως 
διαβρωτική. 

2.2.2 Δοκιμασία με ομοίωμα ανθρώπινου δέρματος 

Η τιμή οπτικής πυκνότητας του αρνητικού μάρτυρα 
αντιπροσωπεύει κυτταρική βιωσιμότητα 100%. Ως εκτού- 
του οιλαμβανόμενες για το ελεγχόμενο δείγμα τιμές οπτι¬ 
κής πυκνότητας μπορούν να χρησιμοποιηθούν για τον 
υπολογισμό της εκατοστιαίας βιωσιμότητας σε σχέση με 
τον αρνητικό μάρτυρα. Η διαχωριστική τιμή εκατοστιαίας 
κυτταρικής βιωσιμότητας βάσει της οποίας γίνεται διά¬ 
κριση μεταξύ διαβρωτικών και μη διαβρωτικών ελεγχόμε¬ 
νων υλικών (ή μεταξύ των διαφόρων βαθμών διάβρωσης) 
πρέπει να καθορίζεται σαφώς στο προγνωστικό μοντέλο 
πριν από την επικύρωση της μεθόδου, και η πραγματο¬ 
ποιούμενη στη συνέχεια μελέτη επικύρωσης πρέπει να 
καταδεικνύει την καταλληλότητα της διαχωριστικής αυ¬ 
τής τιμής (π.χ. βλ. υποσημείωση 2). 


3. ΕΚΘΕΣΕΙΣ 

ΕΚΘΕΣΗ ΤΗΣ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η έκθεση της δοκιμής πρέπει να περιλαμβάνει τουλάχι¬ 
στον τις ακόλουθες πληροφορίες 

Ελεγχόμενη ουσία: 

-ταυτοποίηση, φυσική κατάσταση και, κατά περίπτωση, 
φυσικοχημικές ιδιότητες. Ανάλογες πληροφορίες πρέπει 
να παρέχονται για τις τυχόν χρησιμοποιούμενες ουσίες 
αναφοράς. 

Συνθήκες δοκιμής: 

- λεπτομερής περιγραφή της διαδικασίας δοκιμής που 
ακολουθήθηκε 1 

- περιγραφή και αιτιολόγηση τυχόν τροποποιήσεων. 

Αποτελέσματα: 

- παρουσίαση σε πίνακα των τιμών ηλεκτρικής αντίστα¬ 
σης (δοκιμασία ΤΕΒ) ή των τιμών εκατοστιαίας κυτταρι¬ 
κής βιωσιμότητας (δοκιμασία με ομοίωμα ανθρώπινου 
δέρματος) που ελήφθησαν για το ελεγχόμενο υλικό, τους 
θετικούς και αρνητικούς μάρτυρες και τυχόν πρότυπες 
χημικές ουσίες αναφοράς, συμπεριλαμβανομένων των 
δεδομένων που προέκυψαν από τα επαναληπτικά πειρά¬ 
ματα και των μέσων τιμών, 

- περιγραφή τυχόν άλλων επιπτώσεων που παρατηρή¬ 
θηκαν. 

Σχολιασμός των αποτελεσμάτων 

Συμπεράσματα 
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Σχήμα 2 


Συσκευή για τη δοκιμασία ΤΕΚ δέρματος επίμυος 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 20 

Β. 41. ΦΩΤΟΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑ - ΙΝ νίΤΒΟ 
3Τ3 ΝΡυ ΔΟΚΙΜΗ ΦΩΤΟΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑΣ 

1. ΜΕΘΟΔΟΣ 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Ως φωτοτοξικότητα ορίζεται η τοξική απόκριση που εμ¬ 
φανίζεται μετά την πρώτη έκθεση του δέρματος σε ορι¬ 
σμένες χημικές ουσίες και την εν συνεχεία έκθεση στο 
φως ή που επάγεται ομοίως από ακτινοβόληση του δέρ¬ 
ματος έπειτα από συστεμική χορήγηση μιας χημικής ου¬ 
σίας. 

Τα στοιχεία που λαμβάνονται από την ίη νίίΓΟ 3Τ3 ΝΒυ 
δοκιμή φωτοτοξικότητας χρησιμεύουν για τον προσδιο¬ 
ρισμό της φωτοτοξικής δυνατότητας μιας υπό δοκιμή ου¬ 
σίας, δηλ. της ύπαρξης ή απουσίας πιθανών κινδύνων που 
μπορεί να εμφανιστούν από μια υπό δοκιμή ουσία σε συν¬ 
δυασμό με έκθεση στο υπεριώδες και το ορατό φως. 

Δεδομένου ότι το τοξικολογικό τελικό αποτέλεσμα της 
ίη νίίΓΟ δοκιμής είναι ο προσδιορισμός της φωτοκυτταρο¬ 
τοξικότητας, που προκαλείται από τη συνδυασμένη δρά¬ 
ση χημικής ουσίας και φωτός, ενώσεις που είναι φωτοτο- 
ξικές ίη νίνο έπειτα από συστεμική εφαρμογή και κατανο¬ 
μή στο δέρμα, καθώς επίσης και ενώσεις που δρουν ως 
φωτοερεθιστικά έπειτα από τοπική εφαρμογή στο δέρμα, 
μπορούν ναταυτοποιηθούν με τη δοκιμή. 

Η ίη νίίΓΟ 3Τ3 ΝΒυ δοκιμή φωτοτοξικότητας αναπτύ¬ 
χθηκε και επικυρώθηκε σε κοινό πρόγραμμα ΕΕ/ΟΟϋΡΑ 
από το 1992-1997 (1)(2)(3) που απέβλεπε στην καθιέρω¬ 
ση μιας έγκυρης ίη νίίΓΟ εναλλακτικής λύσης αντί των δια¬ 
φόρων ίπ νίνο χρησιμοποιούμενων δοκιμών. Το 1996 σε 
συνάντηση εργασίας του ΟΟΣΑ προτάθηκε μια ίη νίίΓΟ 
προσέγγιση διαδοχικών σταδίων ελέγχου για την εκτίμη¬ 
ση της φωτοτοξικότητας (4). 

Τα αποτελέσματα της ίπ νίΦο 3Τ3 ΝΒυ δοκιμής φωτο¬ 
τοξικότητας συγκρίθηκαν με τις ίη νίνο οξείες φωτοτοξι- 
κές/φωτοερεθιστικές επιδράσεις σε ζώα και ανθρώπους, 
και η δοκιμή αποδείχθηκε ότι παρείχε εξαιρετικές προ¬ 
βλέψεις ως προς τις επιδράσεις αυτές. Η δοκιμή δεν έχει 
σχεδιαστεί για την πρόβλεψη άλλων δυσμενών επιδράσε¬ 
ων που μπορεί να προκύψουν από τη συνδυασμένη δρά¬ 
ση χημικής ουσίας και του φωτός, π.χ. φωτογονιδιοτοξι- 
κότητας, φωτοαλλεργίας και φωτοκαρκινογένεσης, αν 
και πολλές ουσίες που παρουσιάζουν τα ειδικά αυτά χα¬ 
ρακτηριστικά αντιδρούν θετικά στην ίη νίίΓΟ 3Τ3 ΝΒυ δο¬ 
κιμή φωτοτοξικότητας. Επιπλέον, η δοκιμή δεν έχει σχε¬ 
διαστεί κατά τρόπο που να μπορεί να γίνεται εκτίμηση της 
φωτοτοξικής ισχύος. 

Στο προσάρτημα δίνεται μια προσέγγιση διαδοχικών 
σταδίων ελέγχου της φωτοτοξικότητας χημικών ουσιών. 

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ 

Ένταση ακτινοβολίας: η ένταση του προσπίπτοντος σε 
μια επιφάνεια υπεριώδους (υν) ή ορατού φωτός, με- 
τρούμενη σε \Λ//πι 2 ή πινν/οπι 2 . 

Δόση φωτός: η ποσότητα (= ένταση χ χρόνος) υπεριώ¬ 
δους (υν) ή ορατής ακτινοβολίας προσπίπτουσας σε επι¬ 
φάνεια, εκφραζόμενη σε ύουίθε (= \Λ/ χ ε) ανά μονάδα 
επιφάνειας, π.χ. ϋ/πι 2 ή ϋ/οπι 2 . 

Ζώνες υν φωτός: Οι χαρακτηρισμοί που προτείνονται 
από την ΟΙΕ (ΟοπιπιΙεείοη ΙηΙθΓηαΙίοπαΙο άθ ΙΈοΙαίταρθ) 
είναι: υνΑ (315-400ηπι), υνΒ (280-315ηπι) και υνθ (100- 
280ηπι). Χρησιμοποιούνται επίσης και ορισμένοι άλλοι 


χαρακτηρισμοί: το διαχωριστικό σημείο μεταξύ υνΒ και 
υνΑτοποθετείται συχνά στα 320ππι, ενώ η υνΑ μπορεί να 
χωρίζεται σε υν-Α1 και υν-Α2 με την υποδιαίρεση στα 
340ππι περίπου. 

Κυτταρική βιωσιμότητα: παράμετρος που μετράει τη 
συνολική δραστικότητα ενός κυτταρικού πληθυσμού 
(π.χ. πρόσληψη της ζωτικής χρωστικής ΝουίΓαΙ Βθά σε 
κυτταρικά λυσοσώματα) η οποία, ανάλογα με το μετρού- 
μενο τελικό αποτέλεσμα και τον χρησιμοποιούμενο σχε¬ 
δίασμά της δοκιμής, συσχετίζεται με το συνολικό αριθμό 
και/ή ζωτικότητα των κυττάρων. 

Σχετική κυτταρική βιωσιμότητα: η κυτταρική βιωσιμότη¬ 
τα εκφραζόμενη σε σχέση με αρνητικούς (διαλύτες) μάρ¬ 
τυρες που έχουν περάσει από όλη τη διαδικασίας δοκιμής 
(είτε +υν, είτε -υν), αλλά δεν έχουν υποβληθεί σε επε¬ 
ξεργασία με υπό δοκιμή ουσία. 

Μοντέλο πρόβλεψης: αλγόριθμος που χρησιμοποιείται 
για τη μετατροπή των αποτελεσμάτων μιας δοκιμής τοξι¬ 
κότητας σε πρόβλεψη της τοξικής δυνατότητας. Στα 
πλαίσια των κατευθυντηρίων γραμμών της παρούσας δο¬ 
κιμής, για τη μετατροπή των αποτελεσμάτων της ίπ νίίΓΟ 
3Τ3 ΝΒυ δοκιμής φωτοτοξικότητας σε πρόβλεψη των 
φωτοτοξικών δυνατοτήτων μπορούν να χρησιμοποιη¬ 
θούν οι ΡΙΡ και ΜΡΕ. 

ΡΙΡ (ΡάοΙο ΙπΊίαΙίοη ΡηοΙογ - Συντελεστής φωτοερεθι- 
σμού): συντελεστής που λαμβάνεται συγκρίνοντας δύο 
εξίσου αποτελεσματικές κυτταροτοξικές συγκεντρώσεις 
(ΕΟδο) της υπό δοκιμή ουσίας απουσία (-υν) και παρουσία 
(+υν) μη κυτταροτοξικής ακτινοβόλησης με υνΑ/ορατό 
φως. 

ΜΡΕ (Μθαη ΡΙίοΙο ΕίίθοΙ- Μέση φωτοεπίδραση): νέο μέ¬ 
τρο που προέρχεται από μαθηματική ανάλυση του πλή¬ 
ρους σχήματος δύο καμπύλών συγκέντρωσης απόκρισης 
απουσία (-υν) και παρουσία (+υν) μη κυτταροτοξικής 
ακτινοβόλησης με υνΑ/ορ.φως. 

Φωτοτοξικότητα: οξεία τοξική απόκριση που εμφανίζε¬ 
ται μετά την πρώτη έκθεση του δέρματος σε ορισμένες 
χημικές ουσίες και την εν συνεχεία έκθεση στο φως, ή η 
οποία επάγεται ομοίως από ακτινοβόληση του δέρματος 
έπειτα από συστεμική χορήγηση μιας χημικής ουσίας. 

Φωτοερεθισμός: υποδιαίρεση του όρου “φωτοτοξικό¬ 
τητα”, που χρησιμοποιείται για να περιγράφει μόνον τις 
φωτοτοξικές εκείνες αντιδράσεις που προκαλούνται στο 
δέρμα έπειτα από έκθεση σε χημικές ουσίες (τοπικά ή από 
το στόμα). Οι φωτοτοξικές αυτές αντιδράσεις έχουν πά¬ 
ντοτε ως αποτέλεσμα τη μη εξειδικευμένη καταστροφή 
κυττάρων (αντιδράσεις όπως τα ηλιακά εγκαύματα). 

Φωτοαλλεργία: επίκτητη ανοσολογική αντίδραση, που 
δεν εμφανίζεται στην πρώτη επαφή με χημική ουσία και 
φως, και χρειάζεται επαγωγικό χρονικό διάστημα μιας ή 
δύο εβδομάδων πριν να εμφανιστεί δερματική αντίδραση. 

Φωτογονιδιοτοξικότητα: παρατηρούμενη γονιδιοτοξι- 
κή απόκριση με γενετικό τελικό αποτέλεσμα, που εμφανί¬ 
ζεται μετά την έκθεση κυττάρων σε μη γονιδιοτοξική δό¬ 
ση υν/ορατού φωτός και μη γονιδιοτοξική χημική ουσία. 

Φωτοκαρκινογένεση: καρκινογένεση προκαλούμενη 
από επανειλημμένη χρήση φωτός και χημικής ουσίας. 
Εφόσον τυχόν από υν προκαλούμενη ογκογένεση ενι- 
σχύεται από χημική ουσία, τότε χρησιμοποιείται ο όρος 
’ φωτοσυγκαρκινογένεση ’. 

1.3 ΟΥΣΙΕΣ ΑΝΑΦΟΡΑΣ 

Εκτός από τον θετικό χημικό μάρτυρα χλωροπρομαζί- 
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νη, που θα πρέπει να δοκιμάζεται ταυτόχρονα σε κάθε δο¬ 
κιμή, σε περιπτώσεις πρώτης εφαρμογής της δοκιμής 
φωτοτοξικότητας 3Τ3 ΝΒυ συνιστάται να χρησιμοποιού¬ 
νται ως ουσίες αναφοράς και ορισμένες από τις ουσίες 
που χρησιμοποιήθηκαν σε διεργαστηριακές δοκιμές με 
τηνπαρούσαδοκιμή (1)(3)(13). 

1.4 ΑΡΧΙΚΕΣ ΘΕΩΡΗΣΕΙΣ 

Υπάρχουν διάφοροι τύποι χημικών ουσιών που έχουν 
αναφερθεί ως φωτοτοξικές (5) (6) (7) (8). Το μόνο κοινό χα¬ 
ρακτηριστικό τους είναι η ικανότητά τους να απορροφούν 
φωτεινή ενέργεια στην περιοχή του ηλιακού φωτός. Σύμ¬ 
φωνα με τον πρώτο νόμο της φωτοχημείας (ΟτοΙΝιαυε- 
ΩΓαρθΓ’ε Ι_3νν) η φωτοαντίδραση απαιτεί επαρκή απορρό¬ 
φηση κβάντων φωτός. Έτσι, πριν από το βιολογικό έλεγ¬ 
χο σύμφωνα με τις κατευθυντήριες γραμμές της 
παρούσας δοκιμής, θα πρέπει να προσδιορίζεται το φά¬ 
σμα απορρόφησης υν/ορατού της υπό δοκιμή ουσίας 
(π.χ. σύμφωνα μετηνΟΕΘΟΤθείΘυίόβΙίπθ 101). Εάνοσυ- 
ντελεστής μοριακής απόσβεσης / απορρόφησης είναι μι¬ 
κρότερος από 10 λίτρα χ πίοΓ'χ οπτ 1 , η χημική ουσία δεν 
έχει φωτοαντιδρασπκές δυνατότητες και δεν χρειάζεται 
να ελεγχθεί με την ίπ νίίτο 3Τ3 ΝΒυ δοκιμή φωτοτοξικότη¬ 
τας ή οποιαδήποτε άλλη βιολογική δοκιμή για δυσμενείς 
φωτοχημικέςεπιδράσεις (Προσάρτημα). 

1.5 ΑΡΧΗ της ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Έχουν εντοπιστεί τέσσερις μηχανισμοί με τους οποίους 
η απορρόφηση φωτός από μια χρωμοφόρο χημική ένωση 
μπορεί να οδηγήσει σε φωτοτοξική απόκριση (7). Όλοι 
απολήγουν σε καταστροφή των κυττάρων. Συνεπώς, η ίη 
νίίΓΟ 3Τ3 ΝΒυ δοκιμή φωτοτοξικότητας βασίζεται σε σύ¬ 
γκριση της κυτταροτοξικότητας μιας χημικής ουσίας 
όταν υποβάλλεται σε δοκιμή με και χωρίς έκθεση σε μη 
κυτταροτοξική δόση υνΑ/ορατού φωτός. Η κυτταροτοξι¬ 
κότητα σε αυτή τη δοκιμή εκφράζεται με τη μορφή εξαρ- 
τώμενης από τη συγκέντρωση μείωσης της πρόσληψης 
της ζωτικής χρωστικής, ΝθυΙτβΙ Βθά (ΝΒ), (9) 24 ώρες με¬ 
τά την αγωγή με την υπό δοκιμή ουσία και ακτινοβόληση. 

Κύτταρα ΒθΙό/ο 3Τ3 διατηρούνται σε καλλιέργεια για 24 
ώρες για το σχηματισμό μονοστιβάδων. Στη συνέχεια, 
δύο τρυβλία με 96 κοιλότητες ανά δοκιμαζόμενη ουσία 
προεπωάζονται με οκτώ διαφορετικές συγκεντρώσεις 
της ουσίας για 1 Ιί. Στη συνέχεια, ένα από τα δύο τρυβλία 
εκτίθεται σε μη κυτταροτοξική δόση υνΑ/ορ.φωτός 5 
ϋ/οτη 2 υνΑ (πείραμα +υν), ενώ το άλλοτρυβλίο διατηρεί¬ 
ται στο σκοτάδι (πείραμα -υν). Και στα δύοτρυβλία, το μέ¬ 
σον αγωγής αντικαθίσταται κατόπιν από μέσον καλλιέρ¬ 
γειας και έπειτα από 24 ακόμη ώρες επώασης, προσδιο¬ 
ρίζεται η κυτταρική βιωσιμότητα με ΝθυΙταΙ Βθά υρΙαΚθ 
(ΝΒίΙ) για 3 ό. Η σχετική κυτταρική βιωσιμότητα, εκφρα- 
ζόμενη ως ποσοστό μη υποβληθέντων σε αγωγή αρνητι¬ 
κών μαρτύρων, υπολογίζεται για κάθε μία από τις οκτώ 
συγκεντρώσεις δοκιμής. Για την πρόβλεψη της φωτοτοξι- 
κής δυνατότητας, οι κατά συγκέντρωση αποκρίσεις που 
λαμβάνονται με (+υν) και χωρίς (-υν) ακτινοβόληση συ- 
γκρίνονται, συνήθως στα επίπεδα ΕΟδο, δηλ. στη συγκέ¬ 
ντρωση που αναστέλει την κυτταρική βιωσιμότητα κατά 
50% σε σύγκριση με τους μη υποβληθέντες σε αγωγή 
μάρτυρες. 

1.6 ΠΟΙΟΤΙΚΑ ΚΡΙΤΗΡΙΑ 

Κυτταρική ευαισθησία σε υνΑ, ιστορικά στοιχεία: Τα 
κύτταρα θα πρέπει κανονικά να ελέγχονται ως προς την 
ευαισθησία τους σε υνΑ. Κύτταρα διασπείρονται υπό πυ¬ 


κνότητα που χρησιμοποιείται και στην ίηνίώο 3Τ3 ΝΒυ δο¬ 
κιμή φωτοτοξικότητας, την επόμενη ημέρα ακτινοβολού¬ 
νται με δόσεις υνΑ από 1-9 ϋ/οπι 2 , και η κυτταρική βιωσι¬ 
μότητα προσδιορίζεται μια ημέρα αργότερα χρησιμοποι¬ 
ώντας τη δοκιμή ΝΒυ. Τα κύτταρα πληρούν τα κριτήρια 
ποιότητας, εάν η βιωσιμότητάτους μετά την ακτινοβόλη- 
ση με 5 ϋ/οπι 2 υνΑ δεν είναι μικρότερη από το 80% της 
βιωσιμότητας των διατηρηθέντων στο σκοτάδι μαρτύ¬ 
ρων. Στη μέγιστη δόση υνΑ των 9 ϋ/οπι2, η βιωσιμότητα 
δεν θα πρέπει να είναι μικρότερη από το 50% εκείνης των 
διατηρηθέντων στο σκότος μαρτύρων. Ο έλεγχος αυτός 
θα πρέπει να επαναλαμβάνεται έπειτα από κάθε 10 περί¬ 
που διελεύσεις των κυττάρων. 

Ευαισθησία στο υνΑ των αρνητικών κυτταρικών μαρτύ¬ 
ρων, τρέχουσα δοκιμή: Η δοκιμή πληροί τα ποιοτικά κριτή¬ 
ρια εάν οι αρνητικοί μάρτυρες (κύτταρα σε ΕθΜ’ε ΒθΙαηοθά 
3311 δοΐυΐίοη (ΕΒ33) με ή χωρίς 1 % διμεθυλοσουλφοξείδιο 
(ϋΜ30) ή 1%αιθανόλη (ΕΙΟΗ)) στο + υνΑ πείραμα εμφα¬ 
νίζουν βιωσιμότητα όχι μικρότερη από το 80% εκείνης μη 
ακτινοβολημένων κυττάρων στον ίδιο διαλύτη του συμπα- 
ρομαρτούντος πειράματος στο σκοτάδι (υνΑ). 

Βιωσιμότητα αρνητικών μαρτύρων: Η απόλυτη οπτική πυ¬ 
κνότητα (ΟϋδΊο ΝΒυ) μετρούμενη στο εκχύλισμα ΝΒτων αρ¬ 
νητικών μαρτύρων δείχνει αν τα 1 χ 10 4 κύτταρα ανά κοιλό¬ 
τητα αναπτύχθηκαν με κανονικό χρόνο διπλασιασμού κατά 
τη διάρκεια των δύο ημερών της δοκιμής. Μια δοκιμή πλη- 
ροίτα κριτήρια αποδοχής εάν η μέση Οϋδ® ΝΒυ των μη υπο¬ 
βληθέντων σε αγωγή μαρτύρων είναι >0.2 

Θετικός μάρτυρας: Σε κάθε ίη νίίτο 3Τ3 ΝΒυ δοκιμή φω¬ 
τοτοξικότητας πρέπει να εξετάζεται συγχρόνως και μια 
γνωστή φωτοτοξική χημική ουσία. Στη μελέτη επικύρωσης 
των ΕΕ/ΟΟϋΡΑ ως θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε 
χλωροπρομαζίνη (ΟΡΖ) η οποία και επομένως προτείνε- 
ται. Στην περίπτωση ΟΡΖ που εξετάζεται με το τυπικό πρω¬ 
τόκολλο στην ίη νίίΓΟ 3Τ3 ΝΒυ δοκιμή φωτοτοξικότητας, 
ορίστηκαντα ακόλουθα κριτήρια αποδοχής δοκιμής: ΟΡΖ 
ακτινοβολημένη (+υνΑ): ΕΟδο= 0.1 έως2.0 μ 9 /πιΙ, ΟΡΖμη 

ακτινοβολημένη (-υνΑ): ΕΟδο = 7.0 έως 90.0 μρ/πιΙ. Ο συ¬ 
ντελεστής φωτοερεθισμού (ΡΙΡ), δηλ. η μεταβολή της 
ΕΟ50 θα πρέπει να είναι τουλάχιστον 6. 

Ως συμπαρομαρτούντες θετικοί μάρτυρες, αντί της 
ΟΡΖ, μπορούν να χρησιμοποιηθούν και άλλες γνωστές 
φωτοτοξικές χημικές ουσίες, κατάλληλες για τη χημική 
τάξη ή τα χαρακτηριστικά διαλυτότητας της αξιολογού¬ 
μενης υπό δοκιμή ουσίας. Στην περίπτωση αυτή, με βάση 
ιστορικά δεδομένα, θα πρέπει να οριστούν κατάλληλα οι 
περιοχές των τιμών ΕΟδο και ο ΡΙΡ ή η ΜΡΕ (Μθαη ΡΟοΙο Εί- 

ΐθοί) ως κριτήρια αποδοχής για τη δοκιμή. 

1.7 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ της ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

1.7.1 Παρασκευάσματα 

1.7.1.1 Κύτταρα 

Στη μελέτη επικύρωσης χρησιμοποιήθηκε μόνιμη κυτ¬ 
ταρική σειρά ινοβλαστών ποντικού - ΒθΙό/ο 3Τ3, κλώνος 
31 - είτε από την ΑΤΟΟ είτε από την ΕΟΑΟΟ, η οποία επο¬ 
μένως και προτείνεται. Στο ίδιο πρωτόκολλο δοκιμής μπο¬ 
ρούν να χρησιμοποιηθούν εξίσου επιτυχώς και άλλα κύτ¬ 
ταρα ή κυτταρικές σειρές, εφόσον οι συνθήκες καλλιέρ¬ 
γειας είναι προσαρμοσμένες στις ειδικές ανάγκες των 
κυττάρων, πρέπει όμως να καταδεικνύεται η ισοδυναμία. 

Τα κύτταρα θα πρέπει κανονικά να ελέγχονται μήπως εί¬ 
ναι μολυσμένα από μυκόπλασμα και να χρησιμοποιούνται 
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μόνον εφόσον τα αποτελέσματα του ελέγχου αυτού είναι 
ικανοποιητικά. 

Επειδή η ευαισθησία των κυττάρων σε υνΑ μπορεί να 
αυξάνεται με τον αριθμό των διελεύσεων, θα πρέπει να 
χρησιμοποιούνται κύτταρα ΒαΙ ά/ο 3Τ3 με τον χαμηλότερο 
δυνατόν αριθμό διελεύσεων, κατά προτίμηση κάτω των 
100. Έχει ιδιαίτερη σημασία, η ευαισθησία σε υνΑ των 
κυττάρων ΒαΙό/ο 3Τ3 να ελέγχεται τακτικά σύμφωνα με τη 
διαδικασία ποιοτικού ελέγχου που περιγράφεται στις πα¬ 
ρούσες κατευθυντήριες γραμμές. 

1.7.1.2 Μέσα και συνθήκες καλλιέργειας 

Γιατη συνήθη διέλευση κυττάρων και κατά τη διάρκεια 
της διαδικασίας δοκιμής θα πρέπει να χρησιμοποιούνται 
κατάλληλα μέσα καλλιέργειας και συνθήκες επωάσεως. 
Για κύτταρα ΒαΙό/ο 3Τ3, τα μέσα αυτά είναι ΩΜΕΜ με προ¬ 
σθήκη 10% ορού νεογέννητου μοσχαριού, 4 πιΜ γλουτα- 
μίνη, πενικιλλίνη και στρεπτομυκίνη, και επώαση με υγρα¬ 
σία στους 37°0 / 7.5% ΟΟζ. Είναι ιδιαίτερα σημαντικό, οι 
συνθήκες της κυτταρικής καλλιέργειας να διασφαλίζουν 
χρόνο κυτταρικού κύκλου στα κανονικά ιστορικά πλαίσια 
των χρησιμοποιούμενων κυττάρων ή κυτταρικών σειρών. 

1.7.1.3 Ετοιμασία των καλλιεργειών 

Κύτταρα από κατεψυγμένες αρχικές καλλιέργειες εμ¬ 
βολιάζονται σε μέσον καλλιέργειας στην κατάλληλη πυ¬ 
κνότητα και χωρίζονται σε υποκαλλιέργειες τουλάχιστον 
μια φορά πριν να χρησιμοποιηθούν στην ίη νίίΓΟ 3Τ3 ΝΒυ 
δοκιμή φωτοτοξικότητας. 

Γ ια τη δοκιμή φωτοτοξικότητας, τα κύτταρα εμβολιάζο¬ 
νται σε μέσον καλλιέργειας σε πυκνότητα τέτοια ώστε οι 
καλλιέργειες να μη φθάνουν σε κατάσταση συρροής μέ¬ 
χρι το τέλος της δοκιμής, δηλ. όταν η κυτταρική βιωσιμό¬ 
τητα προσδιορίζεται 48 ώρες μετά τη διασπορά των κυτ¬ 
τάρων. Στην περίπτωση κυττάρων ΒαΙό/ο 3Τ3 καλλιερ¬ 
γούμενων σε τρυβλία 96 κοιλοτήτων, η συνιστώμενη 
κυτταρική πυκνότητα είναι 1x10 4 κύτταρα ανά κοιλότητα. 

Για κάθε δοκιμαζόμενη χημική ουσία, τα κύτταρα εμβο¬ 
λιάζονται με τον ίδιο τρόπο σε δύο χωριστά τρυβλία των 
96 κοιλοτήτων, τα οποία περνούν στη συνέχεια ταυτό¬ 
χρονα από όλη τη διαδικασία δοκιμής υπό ταυτόσημες 
συνθήκες καλλιέργειας, εκτός από τη χρονική περίοδο 
όπου ένα από τα τρυβλία ακτινοβολείται (+υνΑ/ορ.) και 
το άλλο διατηρείται στο σκοτάδι (-υνΑ/ορ.). 

1.7.1.4 Μεταβολική ενεργοποίηση 

Αν και η χρήση μεταβολικών συστημάτων αποτελεί γε¬ 
νική απαίτηση για όλες τις ίη νϊΐτο δοκιμές για την πρό¬ 
βλεψη γονιδιοτοξικών και καρκινογόνων δυνατοτήτων, 
μέχρι σήμερα, στην περίπτωση της φωτοτοξικολογίας, 
δεν υπάρχει καμμιά γνωστή χημική ουσία για την οποία να 
χρειάζεται μεταβολικός μετασχηματισμός προκειμένου η 
ουσία να δράσει ως φωτοτοξίνη ίη νίνο ή ίη νίίΓΟ. Έτσι, ού¬ 
τε θεωρείται αναγκαίο ούτε δικαιολογείται επιστημονικά 
η εκτέλεση της παρούσας δοκιμής με κάποιο σύστημα με- 
ταβολικής ενεργοποίησης. 

1.7.1.5 Υπό δοκιμή ουσία / Παρασκευή 

Οι υπό δοκιμή ουσίες πρέπει να είναι πρόσφατα παρα¬ 
σκευασμένες λίγο πριν από τη χρήση τους, εκτός κι αν τα 
υφιστάμενα στοιχεία σταθερότητας επιτρέπουν την απο¬ 
θήκευση. Στην περίπτωση που υπάρχει πιθανότητα ταχεί¬ 
ας φωτοαποικοδόμησης, μπορεί να απαιτείται παρα¬ 
σκευή με ερυθρό φως. 

Οι υπό δοκιμή ουσίες θα πρέπει να διαλύονται σε ρυθ¬ 
μιστικά αλατούχα διαλύ ματα, π.χ. ΕειΤε Βείεηοθά 3εΙί 3ο- 


Ιυίίοη, (ΕΒ33) ή ΡΙιοερόεΙθ ΒυίίθΓθά 3εΙίηθ (ΡΒ3), τα 
οποία, για λόγους αποφυγής παρεμβατικών φαινομένων 
κατά τη διάρκεια της ακτινοβόλησης, πρέπει να είναι 
απηλλαγμένα πρωτεϊνικών συστατικών και χρωστικών 
δεικτών ρΗ που απορροφούντο φως. 

Ουσίες με περιορισμένη υδατοδιαλυτότητα θα πρέπει 
να διαλύονται σε κατάλληλους διαλύτες στο εκατοντα¬ 
πλάσιο της επιθυμητής τελικής συγκέντρωσης και κατό¬ 
πιν να αραιώνονται 1:100 με το ρυθμιστικό αλατούχο διά¬ 
λυμα. Εφόσονχρησιμοποιείταιδιαλύτης, αυτόςπρέπεινα 
υπάρχει σε σταθερό όγκο 1 % (ν/ν) σε όλες τις καλλιέργει¬ 
ες, δηλ. τόσο στους αρνητικούς μάρτυρες όσο και σε 
όλες τις συγκεντρώσεις της υπό δοκιμή ουσίας. 

Ως διαλύτες συνιστώνται το διμεθυλοσουλφοξείδιο 
(ΩΜ30) και η αιθανόλη (ΕίΟΗ). Κατάλληλοι μπορεί να εί¬ 
ναι και άλλοι διαλύτες με χαμηλή κυτταροτοξικότητα (π.χ. 
ακετόνη), πρέπει όμως να ελέγχονται προσεκτικά μήπως 
τυχόν εμφανίζουν κάποιες ειδικές ιδιότητες, π.χ. αντι¬ 
δρούν με την υπό δοκιμή ουσία, παγώνουν την φωτοτοξι- 
κή επίδραση, ενώνονται με ρίζες, κλπ. 

Προς υποβοήθηση της διαλυτοποίησης, μπορεί να χρη¬ 
σιμοποιηθεί, εφόσον απαιτείται, ανάμειξη με νοάθχ και/ή 
επίδραση υπερήχων και/ή θέρμανση στους 37°0. 

1.7.1.6 Ακτινοβολία υν / Προετοιμασία 

Φωτεινή πηγή: ο κρισιμότερος παράγοντας στη δοκιμή 
φωτοτοξικότητας είναι η επιλογή κατάλληλης φωτεινής 
πηγής και κατάλληλου φίλτρου. Η ζώνη υνΑ και οι ορατές 
περιοχές σχετίζονται συνήθως με φαινόμενα φωτοευαι- 
σθητοποίησης (7) (10), ενώ η υνΒ σχετίζεται λιγότερο και 
είναι απευθείας λίαν κυτταροτοξική, η δε κυτταροτοξικό- 
τητά της αυξάνεται μέχρι το χιλιαπλάσιο στην περιοχή 
από 313 έως 280 ηπι (11). Στα κριτήρια για την επιλογή κα¬ 
τάλληλης φωτεινής πηγής θα πρέπει να περιλαμβάνεται 
ως βασική απαίτηση, τα κύματα που εκπέμπονται από τη 
φωτεινή πηγή να έχουν μήκος κύματος απορροφούμενο 
από την υπό δοκιμή ουσία ενώ η φωτεινή δόση (που πρέ¬ 
πει να επιτυγχάνεται μέσα σε λογικό χρονικό διάστημα) 
θα πρέπει να είναι επαρκής για την ανίχνευση γνωστών 
φωτοευαισθητοποιητικών ουσιών. Περαιτέρω, τα χρησι¬ 
μοποιούμενα μήκη κύματος και οι δόσεις δεν θα πρέπει να 
έχουν ανεπίτρεπτες επιδράσεις στο σύστημα δοκιμής, 
συμπεριλαμβανομένης και της εκπομπής θερμότητας 
(περιοχή υπερύθρου). 

Ως άριστη φωτεινή πηγή θεωρείται η προσομοίωση του 
ηλιακού φωτός με ηλιακούς προσομοιωτές. Στους ηλια¬ 
κούς προσομοιωτές χρησιμοποιούνται τόσον τόξα Χθποπ 
όσο και (επιχρισμένα) τόξα υδραργύρου-μεταλλοαλογο- 
νιδίων. Τα τελευταία έχουν το πλεονέκτημα ότι εκπέ¬ 
μπουν λιγότερη θερμότητα και είναι φθηνότερα, δεν ται¬ 
ριάζουν όμως απόλυτα με το ηλιακό φως. Επειδή όλοι οι 
ηλιακοί προσομοιωτές εκπέμπουν σημαντικές ποσότητες 
υνΒ, θα πρέπει να φιλτράρονται κατάλληλα ώστε να εξα¬ 
σθενεί η υψηλής κυτταροτοξικότητας ακτινοβολία υνΒ. 

Για την ίη νίίΓΟ 3Τ3 ΝΒυ δοκιμή φωτοτοξικότητας θα 
πρέπει να χρησιμοποιείται φάσμα ακτινοβολίας απηλλαγ- 
μένο πρακτικά από υνΒ (υνΑ:υνΒ ~ 1:20). Έχει δημοσι¬ 
ευτεί παράδειγμα της κατανομής της φασματικής ακτινο¬ 
βολίας του φιλτραρισμένου ηλιακού προσομοιωτή που 
χρησιμοποιήθηκε στη μελέτη επικύρωσης της ίη νίίΐΌ 3Τ3 
ΝΒυ δοκιμής φωτοτοξικότητας (3). 

Δοσιμετρία: Η ένταση του φωτός (ένταση ακτινοβο¬ 
λίας) θα πρέπει να ελέγχεται κανονικά πριν από κάθε δο¬ 
κιμή φωτοτοξικότητας, χρησιμοποιώντας κατάλληλο ευ- 
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ρύζωνο υπεριωδιόμετρο. Το υν-μετρο πρέπει να διακρι¬ 
βώνεται ως προς την πηγή. Η λειτουργία του υν-μέτρου 
θα πρέπει να ελέγχεται, και για το σκοπό αυτό, συνιστάται 
η χρήση ενός δεύτερου υν-μέτρου αναφοράς του ίδιου 
τύπου και με ταυτόσημη διακρίβωση. Θεωρητικά, κατά 
μεγάλα διαστήματα, θα πρέπει να χρησιμοποιείται φα- 
σματοακτινόμετρο για να μετριέται η φασματική ακτινο¬ 
βολία της φιλτραρισμένης φωτεινής πηγής και να ελέγχε¬ 
ται η βαθμονόμηση του ευρύζωνου υν-μέτρου, τα όργα¬ 
να αυτά όμως απαιτούν χειρισμό μόνον από κατάλληλα 
εκπαιδευμένα άτομα. 

Στη μελέτη επικύρωσης προσδιορίστηκε ότι δόση 5 ύ/οπι 2 
(υνΑ) δεν παρουσιάζει κυτταροτοξικότητα για τα κύτταρα 
ΒαΙό/ο 3Τ3, είναι όμως επαρκής για τη διέγερση έστω και 
ασθενών φωτοτοξικών χημικών ουσιών. Για την επίτευξη 5 
ϋ/οιτι 2 εντός χρονικού διαστήματος 50 πιίη, η ένταση της 
ακτινοβολίας πρέπει να προσαρμόζεται στα 1.666 πινν/οπι 2 . 
Εφόσον χρησιμοποιηθεί άλλη κυτταρική σειρά ή διαφορε¬ 
τική φωτεινή πηγή, η δόση υνΑ μπορεί να πρέπει να προ¬ 
σαρμοστεί ελαφρώς, με βάση τα κριτήρια της μη δυσμε¬ 
νούς επίδρασης στα κύτταρα και της επάρκειας για την ανί¬ 
χνευση συνήθων φωτοτοξινών. Ο χρόνος της φωτεινής 
έκθεσης υπολογίζεται με τον ακόλουθο τρόπο: 

ί(πιίη) - ακτι νοβολίας (.Ι/αη 2 )χ 1000 (| ] = ] ν/ $6ο) 

ένταση ακτινοβολίας (τηΨΙοτή 2 )^ 60 

1.7.2 Συνθήκες δοκιμής 

Η μέγιστη συγκέντρωση μιας υπό δοκιμή ουσίας δεν θα 
πρέπει να υπερβαίνει τα 100 μς/πιΙ, αφού όλες οι φωτοτο- 
ξικές ουσίες ανιχνεύθηκαν σε χαμηλότερες συγκεντρώ¬ 
σεις, ενώ σε υψηλότερες συγκεντρώσεις αυξάνει η πιθα¬ 
νότητα εμφάνισης εσφαλμένων θετικών αποτελεσμάτων 
(υπερβολικώνπροβλέψεων) (13). Το ρΗ της υψηλότερης 
συγκέντρωσης της υπό δοκιμή ουσίας θα πρέπει να είναι 
ικανοποιητικό (περιοχή ρΗ: 6.5 - 7.8). 

Οι περιοχές συγκεντρώσεων μιας χημικής ουσίας που 
υποβάλλεται σε δοκιμή παρουσία (+υνΑ) και απουσία 
(υνΑ) φωτός θα πρέπει να προσδιορίζονται κατάλληλα με 
προηγούμενα πειράματα για εύρεση της περιοχής. Το εύ¬ 
ρος και το διάστημα μιας σειράς συγκεντρώσεων πρέπει 
να προσαρμόζονται έτσι ώστε οι καμπύλες συγκέντρωσης- 
απόκρισης να υποστηρίζονται από επαρκή πειραματικά δε¬ 
δομένα. Θα πρέπει να χρησιμοποιείται γεωμετρική σειρά 
συγκεντρώσεων (με σταθερό συντελεστή αραίωσης). 

1.7.3 Διαδικασία δοκιμής 1 

1.7.3.1 1η ημέρα 

Παρασκευάζεται εναιώρημα κυττάρων με 1x10 5 κύττα- 
ρα/ιτιΐ σε μέσον καλλιέργειας και προστίθενται 100 μι μέ¬ 
σου καλλιέργειας στις περιφερειακές μόνον κοιλότητες 
ενός μικροτιτλοδοτικού τρυβλίου με 96 κοιλότητες (= λευ¬ 
κά) . Στις εναπομένουσες κοιλότητες, προστίθενται 100 μΙ_ 
κυτταρικού εναιωρήματος με 1x10 5 κύτταρα/πιΙ (= 1x10 4 
κύτταρα/κοιλότητα). Για κάθε δοκιμαζόμενη ουσία, ετοι¬ 
μάζονται δύο τρυβλία: ένα για τον προσδιορισμό της κυτ¬ 
ταροτοξικότητας (-υνΑ), και το άλλο για τον προσδιορι¬ 
σμό της φωτοκυτταροτοξικότητας (+ υνΑ). 

Τα κύτταρα επωάζονται για 24 ά (7.5% ΘΟ 2 , 37°Θ) έως 
ότου σχηματίζουν μονοστιβάδα σε επίπεδα ημισυρροής. 
Η περίοδος αυτή επώασης επιτρέπει την επαναφορά σε 
κανονική κατάσταση και πρόσφυση των κυττάρων και την 
εκθετική τους αύξηση. 

1 Πρόσθετες λεπτομέρειες μπορούν να βρεθούν στην παραμπομπή (12) 


1.7.3.2 2η ημέρα 

Μετά την επώαση, το μέσον καλλιέργειας απομακρύνε¬ 
ται από τα κύτταρα και ακολουθεί διπλή έκπλυση με 150 
μι. ΕΒ33/ΡΒ5 ανά κοιλότητα. Προστίθενται 100 μΙ_ ΕΒ- 
33/ΡΒ3 με την κατάλληλη συγκέντρωση ουσίας ή απλώς 
διαλύτη (αρνητικός μάρτυρας). Χρησιμοποιούνται 8 δια¬ 
φορετικές συγκεντρώσεις της υπό δοκιμή ουσίας. Τα κύτ¬ 
ταρα επωάζονται με την υπό δοκιμή ουσία στο σκοτάδι για 
60 λεπτά (7.5% 0Ο 2 ,37°Θ). 

Γ ια την εκτέλεση του (+ υνΑ) τμήματος της δοκιμής, τα 
κύτταρα ακτινοβολούνται μέσα από το καπάκι του τρυ¬ 
βλίου με 96 κοιλότητες με 1.7 πινν/οπι 2 υνΑ (= 5 ύ/οπι 2 ). 
Γ ια την αποφυγή συμπύκνωσης υδρατμών κάτω από το 
καπάκι χρησιμοποιείται ένας ανεμιστήρας. Διπλά τρυβλία 
(-υνΑ) διατηρούνται σε θερμοκρασία δωματίου μέσα σε 
ένα σκοτεινό κουτί για 50 πιίη (= χρόνος έκθεσης υνΑ). 

Το υπό δοκιμή διάλυμα μεταγγίζεται και ακολουθεί έκ¬ 
πλυση δύο φορές με 150 μι ΕΒ33/ΡΒ3. Το ΕΒ33/ΡΒ8 
αντικαθίσταται με μέσον καλλιέργειας και ακολουθεί 
επώαση (7.5% 00 2 , 37 °Θ) όλη τη νύκτα (18-22 ά). 

1.7.3.3 3η ημέρα 

Μικροσκοπική αξιολόγηση 

Τα κύτταρα εξετάζονται σε μικροσκόπιο αντίθεσης φά¬ 
σεων. Καταγράφονται οι μορφολογικές αλλαγές των κυτ¬ 
τάρων που οφείλονται στην κυτταροτοξική επίδραση της 
υπό δοκιμή ουσίας. Ο έλεγχος αυτός συνιστάται για την 
αποφυγή πειραματικών λαθών, τα στοιχεία όμως αυτά 
δεν χρησιμοποιούνται για την εκτίμηση της κυτταροτοξι¬ 
κότητας ή της φωτοτοξικότητας. 

Δοκιμή ΝθϋίΓαΙ Βθά ΨρίΗΚθ 

Τα κύτταρα εκπλύνονται με 150 μίπροθερμασμένο ΕΒ- 
33/ΡΒ3. Το διάλυμα εκπλύσεως απομακρύνεται με ήπια 
άντληση. Προστίθενται 100 μΙ μέσου ΝΒ και ακολουθεί 
επώαση στους 37 °Θ, σε ένυγρη ατμόσφαιρα με 7.5% 
ΘΘ 2 , για 3 ά. 

Μετά την επώαση, το μέσον ΝΒ απομακρύνεται και τα 
κύτταρα εκπλένονται με 150 μι ΕΒ33/ΡΒ3. Ακολουθεί 
ολοκληρωτική μετάγγιση και στύπωση του ΕΒ33/ΡΒ3. 
(Προαιρετικώς: ανάστροφη φυγοκέντρηση). 

Προστίθενται ακριβώς 150 μΙ_ διάλυμα εκρόφησης ΝΒ 
(προσφάτως παρασκευασθέν διάλυμα αιθανόλης/οξικού 
οξέος). 

Το μικροτιτλοδοτικό τρυβλίο ανακινείται με ταχύτητα 
με τη βοήθεια αναταράκτη (σέϊκερ) μικροτιτλοδοτικών 
τρυβλίωνεπί 10 πιίη, μέχρις ότου εκχυλιστείτο ΝΒ από τα 
κύτταρα και σχηματιστεί ομοιογενές διάλυμα. 

Μετριέται η οπτική πυκνότητα του εκχυλίσματος ΝΒ στα 
540 ηπι με φασματοφωτόμετρο, χρησιμοποιώντας τα λευ¬ 
κά ως σημεία αναφοράς. Τα δεδομένα σώζονται σε κα¬ 
τάλληλη μορφή (π.χ. Α3ΘΙΙ) για μεταγενέστερη ανάλυση. 

2 ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

2.1 ΠΟΙΟΤΗΤΑ ΚΑΙ ΠΟΣΟΤΗΤΑ ΔΕΔΟΜΕΝΩΝ 

Τα δεδομένα θα πρέπει να είναι τέτοια ώστε να μπορεί 
να γίνει ουσιαστική ανάλυση της σχέσης συγκέντρωσης- 
απόκρισης παρουσία και απουσία υνΑ/ορ. ακτινοβολίας. 
Εφόσον διαπιστωθεί κυτταροτοξικότητα, τόσο το εύρος 
των συγκεντρώσεων όσο και το μεταξύ των επιμέρους συ¬ 
γκεντρώσεων διάστημα θα πρέπει να ρυθμίζονται έτσι 
ώστε να μπορεί να χαραχθεί καμπύλη σύμφωνα με τα πει¬ 
ραματικά δεδομένα. Λόγω του ότι μια υπό δοκιμή ουσία 
μπορεί να μην είναι κυτταροτοξική μέχρι την καθορισμέ- 
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νη οριακή συγκέντρωση των 100 μςι/ιτιΙ στο σκοτεινό πεί¬ 
ραμα (-υνΑ), αλλά λίαν τοξική όταν ακτινοβολείται 
(+υνΑ), τα προς έλεγχο εύρη των συγκεντρώσεων και 
στα δύο μέρη του πειράματος μπορεί να χρειάζεται να 
διαφέρουν κατά τάξεις μεγέθους ώστε να πληρούται η 
απαίτηση της κατάλληλης ποιότητας των δεδομένων. 
Εφόσον δεν διαπιστωθεί κυτταροτοξικότητα και στα δύο 
μέρη του πειράματος (-υνΑαηά +υνΑ), αρκεί έλεγχος με 
μεγάλη απόσταση μεταξύ μεμονωμένων δόσεων μέχρι 
την υψηλότερη συγκέντρωση. 

Δεν χρειάζεται οποιαδήποτε επαλήθευση με επαναλη¬ 
πτικό πείραμα στην περίπτωση σαφούς θετικού αποτελέ¬ 
σματος. Επιπλέον, δεν χρειάζεται να επαληθεύονται ούτε 
τα σαφή αρνητικά αποτελέσματα, υπό την προϋπόθεση 
ότι η υπό δοκιμή ουσία εξετάστηκε σε επαρκώς υψηλές 
συγκεντρώσεις. Στις περιπτώσεις αυτές, αρκεί ένα κύριο 
πείραμα, επικουρούμενο από ένα ή περισσότερα προκα¬ 
ταρκτικά πειράματα ανεύρεσης εύρους συγκεντρώσεων. 

Δοκιμές με οριακά αποτελέσματα κοντά στη γραμμή 
τομής του μοντέλου πρόβλεψης θα πρέπει να επαναλαμ¬ 
βάνονται για επαλήθευση. 

Εφόσον θεωρηθεί αναγκαία η επανάληψη της δοκιμής 
τότε, για τη λήψη σαφούς αποτελέσματος, μπορεί να παί¬ 
ζει σημαντικό ρόλο η διακύμανση των πειραματικών συν¬ 
θηκών. Μια βασική μεταβλητή στη δοκιμή αυτή είναι η πα¬ 
ρασκευή των διαλυμάτων της υπό δοκιμή ουσίας. Συνε¬ 
πώς, η διακύμανση αυτών των συνθηκών (συνδιαλύτης, 
λειοτρίβηση, εφαρμογή υπερήχων) μπορεί να έχει ουσια¬ 
στική σημασία στην επανάληψη της δοκιμής. Εναλλακτι¬ 
κώς, μπορεί να εξεταστεί και η διακύμανση του προ της 
ακτινοβολήσεως χρόνου επωάσεως. Η βράχυνση του 
χρόνου μπορεί να έχει ιδιαίτερη σημασία στην περίπτωση 
υδατοασταθών χημικών ουσιών. 

2.2 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Όπου είναι δυνατόν, προσδιορίζεται η συγκέντρωση 
μιας υπό δοκιμή ουσίας που παρουσιάζει 50% αναστολή 
της κυτταρικής ΝΒΨ (ΕΟδο). Αυτό μπορεί να γίνει εφαρμό¬ 
ζοντας οποιαδήποτε κατάλληλη διαδικασία μη γραμμικής 
αναγωγής (κατά προτίμηση ΗίΙΙ ή λογιστική αναγωγή) στα 
δεδομένα συγκέντρωσης-απόκρισης, ή χρησιμοποιώ¬ 
ντας άλλες διαδικασίες προσαρμογής (14). Πριν χρησι¬ 
μοποιηθεί κάποια τιμή ΕΟδο για περαιτέρω υπολογισμούς, 

θα πρέπει να ελέγχεται κατάλληλα η ποιότητα της προ¬ 
σαρμογής. Εναλλακτικώς, για τον υπολογισμό της ΕΟδο 
μπορούν να χρησιμοποιηθούν γραφικές μέθοδοι προ¬ 
σαρμογής. Στην περίπτωση αυτή, συνιστάται η χρήση 
χάρτου πιθανοτήτων (χ-κλίμακα: Ιορ, γ-κλίμακα: ρΐΌόίί), 
καθώς σε πολλές περιπτώσεις η συνάρτηση συγκέντρω- 
σης-απόκρισης καθίσταται σχεδόν γραμμική μετά το με¬ 
τασχηματισμό αυτό.. 

2.3 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ (ΜΟΝΤΕΛΑ 
ΠΡΟΒΛΕΨΗΣ) 

2.3.1 Μοντέλο πρόβλεψης έκδοση 1: Συντελεστής φω- 
τοερεθισμού (ΡΙΡ) 

Εάν τόσο παρουσία (+υνΑ) όσο και απουσία (-υνΑ) 
φωτός, λαμβάνονται πλήρεις καμπύλες συγκέντρωσης 
απόκρισης, ο συντελεστής φωτοερεθισμού (ΡΙΡ) υπολο¬ 
γίζεται με τον ακόλουθο τύπο: 

Τιμή ΡΙΡ < 5, σημαίνει μη φωτοτοξική δυνατότητα, τιμή 
ΡΙΡ > 5 σημαίνει φωτοτοξική δυνατότητα. 


Εάν μια χημική ουσία είναι κυτταροτοξική μόνο υπό συν¬ 
θήκες + υνΑ και μη κυτταροτοξική όταν δοκιμάζεται υπό 
συνθήκες -υνΑ, ο ΡΙΡ δεν μπορεί να υπολογιστεί, αν και 
αυτό είναι ένα αποτέλεσμα που δείχνει φωτοτοτοξική δυ¬ 
νατότητα. Στις περιπτώσεις αυτές, μπορεί να υπολογιστεί 
μια τιμή "> ΡΙΡ" εάν η δοκιμή κυτταροτοξικότητας (-υν) 
εκτελεστεί μέχρι την ανώτατη συγκέντρωση δοκιμής 
(Οπιεχ) οπότε αυτή η τιμή χρησιμοποιείται για τον υπολο¬ 
γισμό της "> ΡΙΡ": 


Εθ 50 (+υν) 

Εάν μπορεί να ληφθεί μόνον τιμή "> ΡΙΡ", τότε κάθε τι¬ 
μή > 1 προλέγει φωτοτοξική δυνατότητα. 

Εάν δεν μπορούν να υπολογιστούν ούτε η ΕΟδο (-υν) ού¬ 
τε η ΕΟδο (+υν) λόγω του ότι η χημική ουσία δεν δείχνει 

καμμία κυτταροτοξικότητα μέχρι τη μέγιστη συγκέντρω¬ 
ση δοκιμή, αυτό δείχνει την μη ύπαρξη φωτοτοξικής δυ¬ 
νατότητας. Στις περιπτώσεις αυτές, για τον χαρακτηρι¬ 
σμό του αποτελέσματος χρησιμοποιείται ένα τυπικό "ΡΙΡ 
= * 1 " 


(ο) 


ΡΙΡ- ·] 


Ο 

_ Π13Χ 

Ο 

ΓΠ3Χ 


(-υνι 

(-υνι 


Εάν μπορεί να ληφθεί μόνο μια τιμή "ΡΙΡ = * 1", αυτό ση¬ 
μαίνει τη μη ύπαρξη φωτοτοξικής δυνατότητας. 

Στις περιπτώσεις (ό) και (ο), θα πρέπει να λαμβάνονται 
σοβαρά υπόψη οι συγκεντρώσεις που λαμβάνονται στην 
ίη νίίΓΟ 3Τ3 ΝΒυ δοκιμή φωτοτοξικότηταςπροκειμένου να 
προβλεφθεί η φωτοτοξική δυνατότητα 

2.3.2 Μοντέλο πρόβλεψης έκδοση 2: Μέση φωτοεπί¬ 
δραση (ΜΡΕ) 

Εναλλατικώς, μπορεί να εφαρμοστεί και μια νέα έκδοση 
του μοντέλου για την πρόβλεψη της φωτοτοξικής δυνα¬ 
τότητας, που έχει αναπτυχθεί χρησιμοποιώντας δεδομέ¬ 
νατης μελέτης επικύρωσης των ΕΕ/ΟΟϋΡΑ (15) και δοκι¬ 
μαστεί υπό τυφλές συνθήκες σε μεταγενέστερη μελέτη 
για την ίη νίίΓΟ φωτοτοξικότητα χημικών φίλτρων υν (13). 
Το μοντέλο αυτό υπερπηδάτονπεριορισμότου μοντέλου 
ΡΙΡ στις περιπτώσεις που δεν μπορεί να ληφθεί τιμή ΕΟ50. 

Το μοντέλο χρησιμοποιεί τη "μέση φωτοεπίδραση" 
(ΜΡΕ), μέτρο το οποίο βασίζεται σε σύγκριση των πλήρων 
καμπύλών συγκέντρωσης απόκρισης. Για την εφαρμογή 
του μοντέλου ΜΡΕ, αναπτύχθηκε στο ΗυπιόοΙάΙ υηίνθΓ- 
είΐγ (ΒθγΝπ, ϋ) ένα ειδικό λογισμικό που μπορεί να παρα- 
ληφθεί δωρεάν. 

2.4 ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Θετικό αποτέλεσμα στην ίη νίίΓΟ 3Τ3 ΝΒυ δοκιμή φωτο¬ 
τοξικότητας (ΡΙΡ > 5 ή ΜΡΕ > 0.1) σημαίνει ότι η υπό δοκιμή 
ουσία έχει φωτοτοξική δυνατότητα. Εάν το αποτέλεσμα 
αυτό λαμβάνεται σε συγκεντρώσεις κάτω των 10 μρ/πιΙ, η 
υπό δοκιμή ουσία είναι επίσης πιθανόν να δρα και ως φω¬ 
τοτοξίνη και υπό ποικίλες συνθήκες έκθεσης ίη νίνο. Εάν 
ληφθεί θετικό αποτέλεσμα μόνο στη μέγιστη συγκέντρωση 
δοκιμή των 100 μς|/πιΙ_, για την εκτίμηση των κινδύνωνήτης 
φωτοτοξικής ισχύος μπορεί να απαιτείται να ληφθούν υπ’ 
όψιν και άλλα στοιχεία. Σε αυτά μπορεί να περιλαμβάνονται 
στοιχεία για τη διείσδυση, την απορρόφηση και πιθανή 
συσσώρευση της ουσίας στο δέρμα, ή έλεγχος της ουσίας 
σε επιβεβαιωτική εναλλακτική δοκιμή, π.χ. χρησιμοποιώ¬ 
ντας μοντέλο ανθρώπινου δέρματος ίη νίίΓΟ. 
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Αρνητικό αποτέλεσμα απάτην ίπ νίίΓΟ 3Τ3 ΝΒυ δοκιμή φω¬ 
τοτοξικότητας (ΡΙΡ < 5ή ΜΡΕ < 0.1) σημαίνειότιη υπό δοκι¬ 
μή ουσία δεν είναι φωτοτοξική στα καλλιεργημένα κύτταρα 
θηλαστικών υπό τις χρησιμοποιούμενες συνθήκες. Στις περι¬ 
πτώσεις όπου η ουσία μπόρεσε να δοκιμαστεί μέχρι τη μέγι- 
στη συγκέντρωση των 100 μρ/πιΙ, τυχόν αρνητικό αποτέλε¬ 
σμα σημαίνει ότι η ουσία δεν έχει φωτοτοξική δυνατότητα, η 
δε φωτοτοξικότητα ίπ νίνο μπορεί να θεωρηθεί ως απίθανη. 
Στις περιπτώσεις όπου ελήφθησαν ταυτόσημες αποκρίσεις 
συγκέντρωσης-τοξικότητας (ΕΘδο+υν και ΕΘβο-υν) σε χαμη¬ 
λότερες συγκεντρώσεις, η ερμηνεία των αποτελεσμάτων 
μπορεί να είναι η ίδια. Αντιθέτως, αν δεν καταδείχθηκε τοξι¬ 
κότητα (+υν και -υν) αλλά λόγω μειωμένης υδατοδιαλυτό- 
τητας της ουσίας οι συγκεντρώσεις περιορίστηκαν σε τιμές 
χαμηλότερες των 100 μρ/πιΙ, τότε μπορεί να τεθεί εν αμφιβο¬ 
λίας συμβατότητα της υπό δοκιμή ουσίας με τη δοκιμή και θα 
πρέπει να εξεταστεί το ενδεχόμενο διεξαγωγής επιβεβαιωτι- 
κής δοκιμασίας (π.χ., χρησιμοποιώντας μοντέλο δέρματος ίπ 
νίίΓΟ, ή μοντέλο δέρματος σχ νίνο ογ δοκιμή ίπ νίνο). 

3ΑΝΑΦΟΡΑ 

ΕΚΘΕΣΗ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η έκθεση δοκιμής πρέπει να περιλαμβάνει τα ακόλουθα 
στοιχεία: 

Υπό δοκιμή ουσία: 

- στοιχεία ταυτοποίησης και αριθ. ΟΑ5, εάν είναι γνω¬ 
στά 

- φυσική μορφή και καθαρότητα 

- φυσικοχημικές ιδιότητες σχετικές με τη διεξαγωγή της 
μελέτης 

- σταθερότητα και φωτοσταθερότητα, εάν είναι γνω¬ 
στές 

Διαλύτης: 

- αιτιολόγηση της επιλογής του διαλύτη 

- διαλυτότητα της υπό δοκιμή ουσίας στον διαλύτη 

- ποσοστό διαλύτη ευρισκόμενο στο μέσο κατεργασίας 
(ΕΒ33 ή ΡΒ3) 

Κύτταρα: 

- τύπος και πηγή κυττάρων 

- απουσία μυκοπλάσματος 

- αριθμός κυτταρικών διελεύσεων, αν είναι γνωστές 

- ευαισθησία των κυττάρων σε υνΑ, προσδιοριζόμενη 
με τον εξοπλισμό ακτινοβόλησης που χρησιμοποιείται 
στην ίπ νίίΓΟ 3Τ3 ΝΒυ δοκιμή φωτοτοξικότητας 

Συνθήκες δοκιμής (α). επώαση πριν και μετά την κατερ¬ 
γασία: 

- τύπος και σύσταση του μέσου καλλιέργειας 

- συνθήκες επώασης (συγκέντρωση ΟΟζ, θερμοκρασία, 
υγρασία) 

- διάρκεια της επώασης (προκατεργασία, μετακατεργα- 
σία) 

Συνθήκες δοκιμής (ό). κατεργασία με την χημική ουσία: 

- σκεπτικό της επιλογής των συγκεντρώσεων της υπό 
δοκιμή ουσίας που χρησιμοποιούνται με και χωρίς ακτι- 
νοβόληση υν/ορ. 

- σε περίπτωση περιορισμένης διαλυτότητας της υπό 
δοκιμή ουσίας και απουσίας κυτταροτοξικότητας, σκεπτι¬ 
κό της χρησιμοποιηθείσας υψηλότερης συγκέντρωσης 

- τύπος και σύσταση του μέσου κατεργασίας (ρυθμιστι¬ 
κό αλατούχο διάλυμα) 

- διάρκεια της χημικής κατεργασίας 

Συνθήκες δοκιμής (ο), ακτινοβόληση: 

- σκεπτικό επιλογής της χρησιμοποιούμενης φωτεινής 
πηγής 


- χαρακτηριστικά φασματικής αντινοβολίας της φωτει¬ 
νής πηγής 

- χαρακτηριστικά διαφάνειας / απορρόφησης του ή των 
χρησιμοποιούμενων φίλτρων 

- χαρακτηριστικά του ακτινομέτρου και λεπτομέρειες 
διακρίβωσήςτου 

- απόσταση της φωτεινής πηγής από το σύστημα δοκιμής 

- ένταση ακτινοβολίας υνΑ στην απόσταση αυτή, εκ- 
φραζόμενη σε ηΊ\Λ//θΓΠ 2 

- διάρκεια έκθεσης σε υν/ορ. φως 

- δόση υνΑ (ένταση ακτινοβολίας ' χρόνος), εκφραζό- 
μενη σε ύ/οητ 2 

- θερμοκρασία χρησιμοποιούμενη στις κυτταρικές καλ¬ 
λιέργειες κατά τη διάρκεια της ακτινοβόλησης και στις 
ταυτοχρόνως διατηρούμενες στο σκοτάδι κυτταρικές 
καλλιέργειες 

Συνθήκες δοκιμής (ά). δοκιμή ΝΒυ 

- σύσταση του μέσου ΝΒ 

- διάρκεια επώασης ΝΒ 

- συνθήκες επώασης (συγκέντρωση 002 , θερμοκρασία, 
υγρασία) 

- συνθήκες εκχύλισης ΝΒ (εκχυλιστικό, διάρκεια) 

- μήκος κύματος χρησιμοποιούμενο για την φασματο- 
φωτομετρική ανάγνωση της οπτικής πυκνότητας ΝΒ 

- δεύτερο μήκος κύματος (αναφοράς), εφόσο χρησιμο¬ 
ποιείται 

- περιεχόμενο λευκού του φασματοφωτομέτρου, εφό¬ 
σον χρησιμοποιείται 

Αποτελέσματα 

- κυτταρική βιωσιμότητα λαμβανόμενη σε κάθε συγκέ¬ 
ντρωση της υπό δοκιμή ουσίας, εκφραζόμενη σε ποσο¬ 
στιαία μέση βιωσιμότητα των μαρτύρων 

- καμπύλες συγκέντρωσης - απόκρισης (συγκέντρωση 
υπό δοκιμή ουσίας σε συνάρτηση με τη σχετική κυτταρι¬ 
κή βιωσιμότητα), λαμβανόμενες σε ταυτόχρονα πειράμα¬ 
τα + υνΑ και -υνΑ 

- ανάλυση δεδομένων των καμπύλών συγκέντρωσης - 
απόκρισης: εφόσον είναι δυνατόν, εκτίμηση / υπολογι¬ 
σμός των ΕΘδο (+υνΑ) και ΕΘβο (-υνΑ) 

- σύγκριση των δύο καμπύλών συγκέντρωσης - απόκρι¬ 
σης που λαμβάνονται με και χωρίς ακτινοβόληση 
υνΑ/ορ., είτε με υπολογισμό του συντελεστή φωτοερεθι- 
σμού (ΡΙΡ), είτε με υπολογισμό της μέσης φωτοεπίδρα¬ 
σης (ΜΡΕ) 

- ταξινόμηση της φωτοτοξικής δυνατότητας 

- κριτήρια αποδοχής δοκιμής (α), ταυτόχροντος αρνητι¬ 
κός μάρτυρας: 

- απόλυτη βιωσιμότητα (οπτική πυκνότητα εκχυλίσμα¬ 
τος ΝΒ) ακτινοβολημένων και μη κυττάρων 

- ιστορικά στοιχεία αρνητικού μάρτυρα, μέση τιμή και 
τυπική απόκλιση 

- κριτήρια αποδοχής δοκιμής (ό), ταυτόχρονος θετικός 
μάρτυρας: 

- ΕΘ50(+υνΑ) και ΕΘδΟ(-υνΑ) και ΡΙΡ θετικού μάρτυρα 

- ιστορικά στοιχεία θετικού μάρτυρα: ΕΟ50( + υνΑ) και 
ΕΘ50(-υνΑ) και ΡΙΡ, μέση τιμή και τυπική απόκλιση 

Συζήτηση των αποτελεσμάτων 

Συμπεράσματα 
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Παράρτημα 3 
ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ IX 

ΜΕΡΟΣΑ 

Διατάξεις σχετικά με συστήματα ασφαλείας για παιδιά 

Εκτός των διατάξεων του άρθρου 22 παράγραφος (1) 
στοιχείο (ε) της παρούσας Οδηγίας, δοχεία κάθε χωρητι¬ 
κότητας που περιέχουν ουσίες παρουσιάζουσες κινδύ¬ 
νους εισπνοής (Χπ; Ρ65) και ταξινομημένες και επισημα- 
σμένες σύμφωνα με την παράγραφο 3.2.3 του Παραρτή¬ 
ματος VI της παρούσας Οδηγίας, με εξαίρεση τις ουσίες 
που διατίθενται στην αγορά υπό μορφή αεροζόλ ή σε δο¬ 
χεία εφοδιασμένα με σφραγισμένο σύνδεσμο ψεκασμού 
(ερι-αγ), θα πρέπει να είναι εφοδιασμένα με σύστηματα 
ασφαλείας για παιδιά. 

1. Επανακλειόμενες συσκευασίες 

Τα συστήματα ασφαλείας για παιδιά που χρησιμοποι¬ 
ούνται σε επανακλειόμενες συσκευασίες θα συμμορφού- 
νται με την προδιαγραφή 130 8317 (έκδοση 1 Ιουλίου 
1989 ) σχετικά με "Συσκευασίες ασφαλείας για παιδιά- 
Απαιτήσεις και μέθοδοι δοκιμασίας για επανακλειόμενες 
συσκευασίες" που θεσπίστηκε από το Διεθνή Οργανισμό 
Προτύπων [ΙηίθΓπαΙίοπαΙ δΙαηάαΓά Οι^αηίζεΙίοη (130)]. 

2. Μη επανακλειόμενες συσκευασίες 

Συστήματα ασφαλείας για παιδιά που χρησιμοποιού¬ 
νται σε μη επανακλειόμενες συσκευασίες πρέπει να συμ- 
μορφούνται με την προδιαγραφή ΟΕΝ ΕΝ 862 (έκδοση 
Μάρτιος 1997) σχετικά με "Συσκευασίες -Συσκευασίες 
ασφαλείας για παιδιά- Απαιτήσεις και μέθοδοι δοκιμα¬ 
σίας για μη επανακλειόμενες συσκευασίες, για μη φαρ¬ 
μακευτικά προϊόντα" που θεσπίστηκε από την Ευρωπαϊκή 
Επιτροπή Τυποποίησης (ΟΕΝ). 

3. Παρατηρήσεις 

1. Η πιστοποίηση περί συμμόρφωσης με τις προαναφε- 
ρόμενες προδιαγραφές πραγματοποιείται μόνο από ερ¬ 
γαστήρια τα οποία είναι σύμφωνα με τη Ευτορθεπ 3ΐαη- 
03Γ05 3θπθ5 ΕΝ 45 000. 


2. Ειδικές περιπτώσεις 

Αν είναι προφανές ότι η συσκευασία είναι αρκετά ασφα¬ 
λής για παιδιά εφόσον αυτά δεν μπορούν να φτάσουν στο 
περιεχόμενο χωρίς τη βοήθεια εργαλείου, τότε δεν χρει¬ 
άζεται εκτέλεση δοκιμασίας. 

Σε όλες τις άλλες περιπτώσεις και όταν υπάρχουν αρ¬ 
κετές ενδείξεις περί αμφιβόλου ασφαλείας του κλεισίμα¬ 
τος για παιδιά, η εθνική αρχή μπορεί να ζητήσει από το 
υπεύθυνο πρόσωπο, που διαθέτει στην αγορά το προϊόν, 
να της προσκομίσει πιστοποιητικό εργαστηρίου όπως πε- 
ριγράφεται στο σημείο 3.1 στο οποίο βεβαιούται ότι το 
προϊόν είτε: 

- φέρει τύπο κλεισίματος που δεν απαιτεί έλεγχο με βά¬ 
ση τις προδιαγραφές 130 και ΟΕΝ που αναφέρονται πα¬ 
ραπάνω, ή 

- φέρει τύπο κλεισίματος που έχει ήδη δοκιμαστεί και 
ευρεθεί ότι είναι σύμφωνο με τις προαναφερόμενες προ¬ 
διαγραφές. 

ΜΕΡΟΣ Β 

Διατάξεις σχετικά με ανάγλυφες 
προειδοποιητικές ενδείξεις 

Οι τεχνικές προδιαγραφές για ανάγλυφες προειδοποι¬ 
ητικές ενδείξεις πρέπει να συμμορφούνται με την προ¬ 
διαγραφή ΕΝ 130 11683 (έκδοση 1997) σχετικά με " Συ¬ 
σκευασίες - Ανάγλυφες ενδείξεις κινδύνου - Απαιτήσεις". 

Ο ΠΡΟΕΔΡΟΣ Η ΓΡΑΜΜΑΤΕΑΣ 

ΝΙΚ. ΧΑΤΖΗΧΡΗΣΤΙΔΗΣ ΕΛ. ΠΑΛΛΑΡΗ 

ΤΑ ΜΕΛΗ: Ν. Κατσίμπας, Δ. Μπόσκου, Α. Επιφανείου,Δ. 
Μαντέλης, Κ. Καψάλης, I. Γαγλίας. 

Η ισχύς της παρούσας απόφασης αρχίζει από τη δημο¬ 
σίευσή της στην Εφημερίδα της Κυβερνήσεως. 

Η απόφαση αυτή να δημοσιευθεί στην Εφημερίδα της 
Κυβερνήσεως. 

Αθήνα, 31 Ιανουάριου 2002 
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